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AMPo: Adenosín monofosfato cíclico,
ATP: Adenosín trifosfato.
BIS: Bisindolilmaleimida GF 109203X.
¡3-ME: ¡3-mercaptoetanoL.
BSA: Albúmina de suero bovino,
CHX: Cicloheximida
Con A: Concanavalina A.




FCS: Suero fetal de ternera.
FPLC: Cromatografía líquida de flujo.
EDTA: Acido etilén-diamino-tetracético.
EGTA: Acido etilen-glicol bis (13 amino etil eter-NN’-tetraoétloo)
ERK2: Quinasa regulada por señal extracelular 2.




MAPK: Proteína quinasa activada por mitógeno.
MBP: Proteína básica de mielina.
PBS: Tampón fosfato salino.
PC: Fosfatidil colina,
PDBu: Forbcl-1 2,1 3-dibutirato.
PIP2: Fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato.
FKA: Proteína quinasa A.




PMSF: Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo.
PS: Fosfatidilserina.
rpm: Revoluciones por minuto.
SOS: Dodecil sulfato sádico.
TOR: Receptor del antígeno en la célula T.
TBS: Tampón Tris salino.
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El desarrollo de organismos eucariotas multicelulares necesita de la interacción
de numerosos procesos de proliferación y diferenciación, que tienen lugar de una forma
altamente ordenada. Como requisito para que ocurran dichos eventos, las céLulas deben
responder a señales extraceluiares mediante un conjunto especifico de mecanismos, que
regulan o modulan la expresión de genes. Entre la señal y el gen, hay un sistema
formado por diferentes componentes celulares, cuya misión es la de llevar a cabo y
garantizar una específica y correcta transducción de la señal.
Con el fin de que estos componentes celulares ejerzan su función
adecuadamente, su participación en la transmisión de la señal va a estar regulada. Entre
los mecanismos de regulación que intervienen, la fosforilación de proteínas juega un
papel principal. En la transmisión de la señal, los procesos de fosforilación de proteínas
son reversibles, y por ello requieren no solamente la intervención de proteína quinasas,
sino también la activación de proteína fosfatasas. Las proteínas dianas son tosforiladas
en sitios específicos por una o más proteína quinasas, y estos grupos fosfato son
hidrolizados por proteína fosfatasas específicas. Por tanto el grado de fosforilación de un
residuo particular puede ser regulado mediante el cambio de la actividad de la respectiva
proteína quinasa, proteína fosfatasa o de ambas.
1.- PROTEINA QUINASAS IMPLICADAS EN LA TRANSDUCCION
DE SEÑALES.
Entre las proteína quinasas que participan en la transmisión de señales,
úlrimamente, se han realizado numerosos estudios de los miembros que pertenecen a
las vías de las MAP quinasas ya la familia de las PKCs.
1.1- VíAS DE LAS MAP QUINASAS
Dentro del grupo de proteína quinasas que intervienen en la transducclón de
señales, se ha dado gran importancia a unas que actúan formando cascadas, en las
cuales una quinasa, activada por la interacción de un factor de crecimiento, hormona o
antígeno, con su respectivo receptor celular, fosforila y activa a la siguiente quinasa de la
vía. El empleo de cascadas de proteína quinasas para la transducción de la señal es
interesante porque, en principio, permite la amplificación, retroalimentaclón, Interacción y
ramificación de la misma (123>.
Estas cascadas de quinasas han sido objeto de numerosos trabajos, siendo la
perteneciente a la vía de las denominadas proteína quinasas activadas por mitógeno
(MAPK), vía de las MAPKs, una de las que más se han estudiado en los últimos años.
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Aunque hasta hace poco se había considerado como una única vía, se ha visto que
realmente representa un modelo al cual se ajustan varias vías similares. La característica
común entre ellas es el estar formadas por una unidad funcional, como elemento central,
compuesta de tres elementos que forman la cascada de quinasas y que son: Una
serina/treonina proteína quinasa, MAPKKK, la cual fosforila y activa a una proteína
quinasa de especificidad dual (que actúa sobre residuos de serina/treonina y de tirosina>
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Figura 1. Miembros pertenecientes a vías de las MAPKs Identificadas en mamíferos y
levaduras. RTK: Receptor tirosina quinasa.
Esta unidad funcional de transducción de señales ha sido adaptada para acoplar
diferentes estímulos a diferentes respuestas fisiológicas, uniendo señales generadas en
la membrana celular a procesos que tienen lugar en el núcleo. En mamíferos, estas vías
se activan como consecuencia de señales que proceden de receptores con actividad
tirosina quinasa intrínseca, receptores de citoquinas y de los acoplados a proteínas G
heterotriméricas; y también en respuesta a fenómenos de estrés ,como la radiación
ultravioleta y el choque térmico (25,56,212,234). Estudios realizados en levaduras han
mostrado, que estas quinasas participan en múltiples procesos, tales como: Respuesta a
feromona, mantenimiento de la pared celular, crecimiento en alta osmolaridad y
formación de esporas (111). En los diferentes procesos, en un determinado paso de la
cascada participan quinasas distintas, aunque presentan un cierto grado de homologfa
en estructura y función (Figura 1). Así, por ejemplo, para el caso de las levaduras en
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respuesta a feromona las proteína quinasas que van a participar son STE1 1 (MAPKKK),
STE7<MAPKK), y FUS3/KSS1 (MAPK), mientras que en el mecanismo necesario para
mantener la integridad de la pared ceLular son BCK1/SSP3t (MAPKKK), MKK1/MKK2
(MAPKK) y MPK1 <MAPK) <Iii>.
Entre todos los procesos descritos anteriromente, que activan las vías de las
MAPKs, uno de los más estudiados es el desencadenado por la unión de factores de
crecimiento con sus receptores con actividad tirosina quinasa intrínseca. Tras la unión
ligando-receptor, se va a producir la dimerización del receptor seguida de la
autofosforilación del mismo en residuos de tirosina, la cual se va a producir mediante la
fosforilación de una molécula de receptor por la otra que forma el dímero (110). Estas
tirosinas fosforiladas van a ser reconocidas por proteínas que contienen dominios 5H2, a
través de los mismos. Las interacciones producidas van a originar una compleja red de
señales, provocando la activación de un gran número de proteína quinasas
citoplásmicas, entre las que están aquellas que forman la vía de las MAPKs respectiva.
En este caso, los elementos de la vía son: Raf-1 (MAPKKK), MEI< (MAPKK) y
ERK(MAPK) (171>.
1.1.1.- SENALIZACION RECEPTOR TIROSiNA QUINASA - RAS.
Algunos de los sitios de autofosforilación en tirosina en los receptores para
factores de crecimiento, funcionan como sitios de unión de alta afinidad para los
dominios 2 de homología con Src (8H2>, que están presentes en varias proteínas.
Ejemplos de proteínas que contienen estos dominios 8H2 son la fosfolipasa Gy (PLCy>, la
subunidad pSS de la fostatidilinositol-3 quinasa (PI-3K>, Shc, Nck, Grb2, proteína
activadora de la actividad STPasa (GAP>, Syp y pSi (134).
Las proteínas que contienen dominios 51-12 pueden ser fosforiladas y activadas
por el receptor al que se han unido. El resultado de la fosforilación en tirosina de estas
proteínas es la activación de un conjunto de segundos mensajeros y proteína quinasas.
Por ejemplo, la activación de PLCy, genera IP3 y DAS (140), el IP3 provoca una
liberación del calcio de almacenes intracelulares, y el DAS es un activador de la PKC.
Por otro lado, la PI-3K es una proteína heterodímérica que fosforila lípidos de inositol en
la posición del hidroxilo 0-3 del inositol, la función de los productos generados no se
conoce aún por completo (24).
Varias de las proteínas que contiene dominios 5H2, como son PLCy, Grb2, GAP y
la subunidad p85 de PI-3K, poseen en su secuencia dominios 3 de homología con Src
(SH3), que también son dominios implicados en interacciones especificas proteína-
proteína durante la transducción de la señal. Estos dominios interaccionan con
secuencias ricas en prolina.
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Están descritos dos ejemplos de reacciones secuenciales de proteína quinasas en
la red de la transduccion de señal iniciada por moléculas que contienen dominios 8H2 y
SH3. Una vía , en la que tras la activación de la PLCy seguida de la liberación de calcio y
diacilglicerol, se activarían las isoformas de PKC que fosforilarian a la proteína quinasa II
dependiente de calmodulina (CaMKII), que también es activable por calcio (282). CamKll
tiene muchos sustratos, incluyendo factores de transcripción como Ets-1 (124) y la
proteína de unión al elemento de respuesta al AMP cíclico (CREB) (250).
La segunda vía es más conocida, y es la correspondiente vía de las MAPK. En el
caso concreto de la activación de receptores tirosina quinasa, una vez activado el
receptor, éste se conecta con las quinasas mediante proteínas adaptadoras. Una de las
posibilidades descritas seria utilizando la proteína adaptadora Grb2, que posee un
dominio 8H2 y dos dominios 8H3, y se une a los residuos de tirosina fosforilados de los
receptores de factores de crecimiento, como EGF y PDGF, a través del dominio SH2.
Mediante los dominios 8HS. Grb2 se une a la proteína Sos, que es un factor
intercambiador de nucleótidos de guanina de Ras. El complejo Grb2/Soses llevado al
receptor en la superficie citoplásmica de la membrana plasmática> donde Sos
interacciona con Ras-GDP, y cataliza la disociación de SDP de Ras> permitiendo la
formación del complejo Ras-GTP, que es la forma activa de Ras, capaz de unirse a sus
efectores (25,74,157) . Hasta ahora, en mamíferos, se han descrito los siguientes
efectores: Las proteínas GAP (que promueven la actividad STPasa intrínseca de Ras)
(176), PI-SK (230) y Raf (177), siendo éste último la MAPKKK de la vía del receptor
tirosina quinasa.
1.1.2.- GRUPO DE LAS MAPKKKs.
1.1.2.1.- Miembros de las MAPKKKs. Regulación.
Comparando las MAPKKs de vertebrados con sus equivalentes en levaduras se
ha visto que están altamente relacionados, mientras que no ocurre lo mismo para Raf y
STE1 1 o byr2 (MAPKKKs en levaduras). Esto sugirió que podría haber homólogos de
STEI 1 y byr2 en mamíferos. Confirmando esta hipótesis, se doné un homólogo de
STE1 1 en ratón> denominado MEKK (152), que estaría actuando al mismo nivel de Raf
pero implicado en otras vías. Hasta el momento> entre las MAPKKKs que se han
identificado están: Raf, MEKK, SIEl 1, BCK1 y byr2 (Figura 1).
Se han descrito múltiples mecanismos para regular a las MAPKKK. Así, para
Schizosaccharomyces pornbe en la vía de respuesta a feromona, hay un obligado
requerimiento de una interacción directa entre RasGTP y byr2 <280> Sin embargo, frente
al mismo estimulo, Saccharomyces cerovisiae no emplea Ras en la activación de STE1 1.
En S.cerevisiae se ha visto que anterior a MAPKKK en la vía activada por feromona
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(STE1 1) y en la implicada en la integridad de la forma celular (BCKI) están situadas las
serina/treonina quinasas STE2O y PKC1, respectivamente (1 54,155).
De todas las MAPKKKs, la más estudiada es la perteneciente a la vía activada por
el receptor con actividad tirosina quinasa intrínseca, la denominada Raf.
1.1.2.2.- La familia de las proteína quinasas Ral.
Trabajos publicados recientemente, han mostrado que las serina/treonina
quinasas de la familia Raf se unen a Ras. Mas aún, esta unión es dependiente de GTP y
ocurre en la región de unión al efector de Ras. Con anterioridad a estos hallazgos, se
sabia que Raf era un elemento posterior a Ras en la vía de transducción de la señal,
aunque se desconocía si había una asociación directa. Estos hallazgos comenzaron con
análisis bioquímicos de proteínas que pudieran Interaccionar ¡ti vitro con Ras
recombinante. Se encontró que la proteína Raf se unía a Ras de forma dependiente de
GTP (187). Posteriormente, esta posibilidad de asociación directa se analizó mediante el
sistema de los dos híbridos en levaduras> el cual reveló una asociación directa entre Ras
y el dominio regulador amino terminal de Raf <280). Además, comparando la capacidad
transformante de Ras con su unión a distintos efeotores, se observó que la correlación
mejor se producía con la quinasa Raf, indicando que Raf es el efector critico en la
transformación por Ras (16).
Raf-1 es el homólogo celular de v-Raf, el producto del gen transformante del virus
3611 del sarcoma murino. Dei mismo modo que Ras> las Raf quinasas fueron
descubiertas por primera vez en forma de mutantes con capacidad de transformar las
células oncogénicamente (222>.
Las Raf quinasas forman una familia de serina/treonina quinasas que están
altamente conservadas en la evolución, Este hecho facilité el aislamiento de homólogos
de Raf en invertebrados como Drosophila (D-Raf) y en Caencrhabd¡tis elegatis (Ce-Raf)
<32,104). Por experimentos genéticos> se ha mostrado que tales organismos sólo poseen
un gen funcional> mientras que en vertebrados se ha descubierto la presencia de tres
genes funcionales: A-raf> B-raf, y c-raf-1 (60>. Además, se ha comprobado que esta
familia de quinasas es esencial para el crecimiento y desarrollo en gusanos> moscas,
anfibios y mamíferos
1.1.2.3 Estructura de las proteína quinasas Raf.
Todas las proteínas Raf contienen 3 regiones altamente conservadas <CRí -3)
separadas entre si por regiones variables (60). Estas regiones variables están
similarmente conservadas entre distintas especies, y por ello, parece que confieren
propiedades especificas de isoenzimas. La región CRí contiene el dominio de unión a
Ras (residuos 51-1 31), seguido por un motivo que forma una estructura denominada
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dedos de Zn. CR2 es una región rica en residuos de treonina y serma, algunos de los
cuales son susceptibles de ser fosforilados y actúan como sitios reguladores. Por
estudios realizados en células NIH3T3, se piensa que CRí y CR2 forman la parte
reguladora de la molécula Raf, ya que mutaciones> inserciones e incluso la delección
completa de esta mitad amino terminal, resultan en una transformación oncogénica, la
cual correlaciona con la actividad quinasa constitutiva (109). 0R3 contiene el dominio
catalítico, el cual presenta más homología con Las proteína tirosina quinasas de la familia
Src, que con otras proteína quinasas (168).
1.1.2.4.- ActivacIón de Ral
El mecanismo exacto mediante el cual la unión de Ras a Raf afecta a su actividad
quinasa aún no se conoce, pero si se sabe es Ras lleva a Raf a la membrana> en donde
un evento aún no caracterizado tiene lugar, el cual activa a Raf y provoca su
autofosforilación (123).
Todos los datos apuntan a que la unión de Ras a Raf no es suficiente, y se
necesita un factor adicional para su activación, El hecho de que la adición de Ras-STP a
Raf purificado no provoque la activación de la quinasa, indica la necesidad de factores
adicionales (60). Por experimentos anteriores> se sabia que la activación de Raf en
fibroblastos transformados con Ras era aún dependiente del factor de crecimiento (123).
Utilizando una proteína de fusión que constaba de la proteína c-Raf más 17 residuos de
la región carboxi terminal de Ras, que contienen su dominio de localización en la
membrana, se encontró que esta proteína de fusión, localizada en la membrana
plasmática, estaba parcialmente activada, pero para una completa activación se
necesitaba de la estimulación por el factor de crecimiento (103). Recientemente, se ha
descrito una familia de proteínas denominadas 14-3-3> que intervienen en la activación
de Raf. Diversas isoformas de esta familia de proteínas se unen al dominio regulador de
Raf (4)> y en células de mamífero, se las ha encontrado unidas a Raf en el citosol y en la
membrana plasmática (81), lugar donde tiene la activación de Raf, Expresando Raf y Ras
de mamífero, en levaduras> se ha visto que para la activación de Raf inducida por Ras se
necesita de un homólogo de estas proteínas, denominado BMH1> de levaduras (128).
Por ello se piensa que Ras y las proteínas 14-3-3 podrían ambos ser necesarios en un
proceso común de la activación de Raf.
Se ha sugerido, que un factor adicional podría ser una quinasa que fosforilara Raf.
De hecho, se ha observado un aumento en la fosforilación de Raf en células estimuladas,
y por tanto, es probable que la unión de Ras a Raf vaya a producir su activación, porque
lleva a Raf a la membrana plasmática, donde una quinasa presente lo fosforile y active







Uno es la isoforma a de PKC, ya que fosforila y activa a c-Raf <145)
<además ambas quinasas se transiocan a la membrana tras ser activadas>. Sin embargo,
se han realizado estudios que muestran que la fosforilación de Raf, fi vitro, producida por
PKC activa la autofosforilacion de Raf pero no su capacidad de fosforilar MEK <165),
único sustrato de Raf ¡ti vivo conocido hasta el momento; aunque la reciente
identificación de IKB como otro posible sustrato ¡ti vivo de Raf quinasa (158), podría
clarificar este punto y demostrar que Raf tiene más sustratos además de MEK.
Otra quinasa que podría ser un activador de Raf es la proteína quinasa Mos (193),
aunque es posible que sea un activador directo de MEK.
2) Tirosina quinasas:
La coexpresión de c-raf-1 con un ras oncogénico en células Sf9 de insecto,
usando baculovirus recombinante, no activa Raf completamente, pero esta activación si
se produce si además se coexpresan con la tirosina quinasa v-src <292), Por tanto, según
estos resultados, seria necesario la participación de dos señales: una dependiente de la
actividad de Ras y la otra generada por tirosina quinasas.
También se piensa que algún factor lipidico podría participar en la activación de
Raf debido a la estructura de dedos de Zn, que también está presente en el sitio de unión
a diacilgiicerol de PKC. Sin embargo, c-Raf no une DAS ni ésteres de forbol in vitre <80>.
La activación de Raf puede también producirse sin la intervención de Ras, como
ocurre en en el caso de la estimulación de PKC ¡ti vivo por ésteres de forbol (116).
1.125.- Relación de la hiperfosforilaclón de Raf con su activación-
Las activaciones fisiológicas de c-Raf van acompañadas de su hiperfosforilación,
que se puede detectar por el retraso que sufre la proteína hiperfosforilada en
electroforesis en SOS-PASE. Estudios realizados en células quiescentes estimuladas
con insulina o con factores de crecimiento (PDGF)> la fosforilación ocurre principalmente
en residuos de serma, concretamente en el residuo de serma 259, aunque se han
detectado trazas de fosforilación en treonina y tirosina (108>. La PKC a fosforila Raf en el
residuo de serma 499, y presurniblemente en serma 259, como se ha visto en
fibroblastos tratados con ésteres de forbol, produciéndose la activación de Raf (145).
Sin embargo, el significado de la fosforilación en la activación de Raf aún no está
claro, ya que algunos autores han mostrado que la fosforilación de Raf puede tener lugar
bajo condiciones donde esta quinasa es inactiva, por ejemplo, la producida por la
activación de PKA en el residuo de serma 43. Esta fosforilaclón no afecta a la actividad
de Raf si previamente está activado (188), pero sí afecta si se produce anteriormente a la
unión con Ras, inhibiendo tal unión> y produciendo un bloqueo de la activación <172).
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Esta inactivación por PKA explicaría porqué la señal mitogénica en algunos tipos
celulares está bloqueada por un aumento en los niveles de AMPc.
1.1.3.- GRUPO DE LAS MAPKKs.
Constituye el siguiente escalón de la vía. En él se incluyen quinasas de
especificidad dual, que a su vez son activadas por fosforilaclón.
1.1.3.1.- Miembros de las MAPKKS.
El clonaje de los cONA de las MAPKKs de células de mamífero (14,55),
D.melano.gaster (275)y X,Iae vis (147), ha revelado un alto grado de homología entre
ellas, y que estas enzimas están muy relacionadas con las quinasas de especificidad
dual de levaduras.
Se han encontrado elementos pertenecientes a las MAPKKs en levaduras y
mamíferos, habiendo distintos miembros en cada organismo que responden a diferentes
estilmulos. Hasta el momento se han identificado los siguientes: STE7, MKK1/MKK2,
byrl, MEK, SEK (Figura 1), y PBS2, éste último en la vía activada en respuesta a alta
osmolaridad en S.cerevis¡ae.
En rata y humano, se han identificado dos isoformas de MEK <207,300)> aunque
no está claro si éstas poseen distintos sustratos o mecanismos diferentes de regulación.
Todas las MAPKKs donadas de vertebrados, y la de D.nielanogaster, poseen un sitio
consenso de fosforilación para las MAPKs próximo al C-terminal> el cual es fosforilado (ti
vivo (173); otro rasgo distintivo de las MAPKKs de vertebrados es una región rica en
prolina, cuya función aún no se conoce (170).
En la vía acoplada a los receptores con actividad tirosina quinasa, la MAPKK
correspondiente es la quinasa de especificidad dual MEK (201). Es una proteína de 45
koa, que fue purificada por primera vez a partir de occitos de X.Iaevís, como factor
responsable de la activación de ERK (174), y posteriormente de células de mamífero
<57,197)
1.1t2.- Regulación cJe las MAPKKC.
Está muy conservado el mecanismo de regulación entre los distintos miembros,
En todos los miembros de las MAPKKs secuenciadas existen dos residuos de serma, o
uno de serma y otro de treonina> situados idénticamente en un motivo consenso
LIO/NSXANS/T (171). La activación de MEK resulta de la fosforilación por Raf de estos
dos residuos de serma que están separados entre si por cuatro aminoácidos> en el
subdominio VIII de la quinasa (301). La sustitución de estos residuos por aminoácidos
acidicos, que imitan la fosforilación, lleva a una activación parcial de MEK. El hecho de
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que estos sitios susceptibles de ser fostorilados estén conservados, significa que es muy
probable que todas las MAPKKs estén reguladas de igual modo.
1.1.3.3.- Sustratos de las MAPKKs.
Hasta ahora, el único sustrato Identificado son las respectivas MAPKs, aunque
todavía no se conoce completamente cómo fosforila los dos residuos de treonina y
tirosina de MAPK. La comparación de la secuencla de las MAPKKs y de otras quinasas
de especificidad dual> no ha dado información concluyente respecto del tipo de secuencla
que reconocen estas quinasas. Se sabe, sin embargo, que la fosforilación parece
secuencial, ya que si el ATP es limitante, sólo es fosforilada la tirosina, pero no es
necesaria esta fosforilación para que se fosforile la treonifla <107>.
1.1.4.- GRUPO DE LAS MAPKs.
Es el último componente del módulo que forma la cascada de las vías de las
MAPKs. Aunque aún queda mucho por conocer de estas vías, parece que MAPK es
esencialmente el efector en cada una de ellas, El papel de las MAPKKKs podría ser
sólamente fosforilar y activar a sus MAPKKs correspondientes, y el único papel de éstas
seria fosforilar y activar a las MAPKs respectivas. Sin embargo, las MAPKs podrían tener
múltiples sustratos y por ello podrían participar en numerosos eventos. En el caso de la
vía Ras/Raf/MEK/ERK, los sustratos de ERK incluyen factores de transcripción y otras
quinasas <25,113,273).
1.1.4.1.- Miembros de las MAPK.
Aparte de las MAPKs implicadas en la vía del receptor tirosina quinasa, bajo el
nombre de MAPK> actualmente, se engloban una serie de proteína quinasas activadas
por mitógeno, que van a estar implicadas en otros procesos fisiológicos. En levaduras, so
han descrito varias vías de transducción de señal que activan diferentes MAPKs. En
mamíferos, aunque el grupo más estudiado es el de las ERKs, Incluidas en la vía del
receptor tirosina quinasa, estudios recientes han mostrado la existencia de otros grupos
adicionales que tienen distintas especificidades de sustrato y son reguladas por los
mismos o diferentes estímulos extracelulares. Así, se han identificado las siguientes
quinasas: ERKs, JNK/SAPKs, KSS1/FUS3, MPK1, spkl <Figura 1>, y además, en
mamiferos p38 en respuesta a endotoxina, IL-1 y estrás ambiental, y en & core vistas la
quinasa HOSí en la vía activada en respuesta a alta osmolaridad y SMK1 en la vía
implicada en el control de la esporulación.
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Las MAPKs de vertebrados tienen un peso molecular en el rango de 40-64 koa.
Las más estudiadas son las quinasas de 40-44 kOa, correspondientes a la vía del
receptor tirosina quinasa y que incluyen los miembros ERK1 y ERK2.
En relación con los diferentes miembros de MAPK identificadas en mamíferos,
hay diferencias a varios niveles. En la secuencia TXY, donde se encuentran [atreonina y
la tirosina que son fosforiladas para la activación, X varia entre ERK, .JNK y p38. Por otro,
lado se encuentran implicados en vías diferentes> aunque a veces se activen frente a un
mismo estimulo, como, por ejemplo, en respuesta a estrás ambiental se activan JNK y
pSE, aunque no se sabe si por la misma o diferentes vías.
1.1.4.2.- Regulacion de las MAPKs.
Las MAPKs están integradas en una cascada de quinasas y son activadas por
fosforilación. Parece ser que hay cierto grado de conservación en lo que a activación de
los elementos MAPK se refiere.
En células quiescentes o sin estimular, MAPK se encuentra en su forma
defosforilada, y es activada mediante fosforilación en residuos de treonina y tirosina.
Experimentos ¡ti vitro han mostrado que esta activación desaparece s] alguno de los
residuos es eliminado siendo> por tanto, la fosforilaclón de ambos esencial para la
actividad. Los sitios de fosforilación identificados son los residuos de treonina 183 y
tiroslna 185> en el caso de la ERK2 de mamíferos <209>, y los residuos de treonina 188 y
tirosina 190 para la MAPK de X.laev¡s (218). Del mismo modo que en vertebrados, el
miembro de MAPK en levaduras FUS3, también es activado por fosforilación en los
residuos de treonina y tirosina de la secuencia TXY (86). Por tanto, se puede pensar que
esta secuencia TXY representa el sitio de fosforilaclón regulador común a todas las
MAPK. En todas las MAPKs estos motivos TXY se encuentran en el subdominio VIII de
la quinasa (201 >299).
1.1.4.3. Sustratos de las MAPKs.
La especificidad por el sustrato se ha caracterizado mediante el uso de péptidos
sintéticos como sustratos. Por ejemplo, en el caso de las ERK> se vio que son proteína
quinasas dirigidas a prolina, como las cdk, y fosforilan motivos S,T-P (62>. A pesar de
que este motivo solo es suficiente para la fosforilación por ERK, una fosforilación óptima
requiere la secuencia consenso P-Xn-SITP, donde X representa cualquier aminoácido y
n=1 ó 2(92).
Entre los sustratos en la célula identificados para las MAPKs están (134):
- Receptores de factores de crecimiento: Receptor de EGF.





- Factores de transcripción: c-Myc, c-Jun, c-Fos, NF-ILG, Elk-1, TALI y ATF2
- Proteínas de citoesqueleto: MAP-2, Tau.
Con respecto a los sustratos empleados por cada una, dos sustratos bien
caracterizados de ERK son la PLA2 citoplásmica y el factor de transcripción Elk-l. La
PLA2 es activada por fosforilación en el residuo de serma sos, aumentando su actividad
enzimática y con ello la liberación de ácido araquidónico y lisofosfolípidos apartir de
fosfolipidos de membrana (159)> formándose, por tanto> múltiples moléculas secundarias
de señalización. El factor de transcripción Elk-1 se une, junto con el factor de respuesta
al suero, al elemento de respuesta al suero, que está presente en el promotor de muchos
genes. Este factor de transcripción al ser fosforilado por ERK aumenta su actividad
transcripcional (167). JNK fosforila a c-Jun en el extremo amino terminal, concretamente
en los residuos serma 63 y serma 73 (112), aumentando la actividad transcripcionai de o-
Jun (220), que entra a formar parte de los homodimeros o heterodimeros que se unen a
[ossitios AP-1, presentes en los promotores de muchos genes. En relación a p38 se ha
propuesto que una función seria la de causar la fosforilación y activación de la MAPKAP
quinasa 2 que, a su vez, fosforila las pequeñas proteínas del choque térmico Hsp2S y
Hsp27 (260). Otro sustrato de MAPKAP quinasa 2 es la glucógeno slntetasa <259>. En
cuanto a la relación de la p38 con las vías de ERK y JNK, todavía se desconoce, aunque
al ser activada por estímulos comunes con JNK> se piensa que esté relacionada con la
vía de esta última.
RskOO está en el citoplasma y en el núcleo (45), y entre sus sustratos parece
haber varios factores de transcripción implicados en repuestas mitogénicas (25>. La
consecuencia funcional de la fosforilacion de Raf y MEK catalizada por ERK no está
clara.
El papel preciso que va a jugar cada una de las vías de señalización, en las
diferentes respuestas celulares, desencadenadas por la activación de los receptores con
actividad tirosina quinasa intrínseca, aún no se conoce completamente. Estudios acerca
de la diferenciación de las células de mamífero PC12 en cultivo <52), y de
D.melanogaster y Celegana (68)> sugieren que la activacIón de la vía de las ERK, podría
ser suficiente para la diferenciación celular. En células PC12, la decisión entre
proliferación o diferenciación parece estar determinada por la duración de la activación
de las ERK. (171).
1.2.- PROTEíNA QUiNASA O.
Dos serina/treonina quinasas especificas, ambas activadas por la acción de
segundos mensajeros> tienen un papel central en la transducción de señales: La PKA y la
PKC. Esta última ve reforzado su papel como enzima clave en la transducción de la





sustancias conocidas por interferir de forma drástica con eventos de proliferación y
diferenciación, ya que producen la transformación oncogénica de células ¡ti vivo e in situ
<122).
El hecho de que la PKC represente una gran familia de genes de isoenzimas que
difieren notablemente en su estructura y expresión en diferentes tejidos> en su modo de
activación y en su especificidad de sustrato, puede ayudar a esclarecer el papel clave
que desempeñan las distintas isoformas en la transducclón de la señal.
1.2.1.- iSOFORMAS DE PKC
La PKC fue descubierta por Nishizuka y col. como una proteína quinasa sobre
histona, procedente de cerebro y que podía ser activada por una proteolisis limitada
<127), o por la acción de activadores como calcio y fosfolipidos (265), o ésteres de forbol
y fosfolipidos (39). Aunque apartir de estudios bioquímicos se observó que la PKC
representaba un grupo de, al menos, tres isoformas <a, 3, y), el mayor avance se ha
hecho a partir del clonaje de los cONA de diferentes isoformas de PKC> principalmente
de librerías de cerebro> y cuyo número está todavía en aumento (122). Hasta el momento
las encontradas en mamífero, se pueden dividir, atendiendo a su estructura y
requerimiento de activadores en tres grupos:
A) Las clásicas o dependientes de calcio <cPKCs): a> 131, 1311, y.
B) Las nuevas o independientes de calcio (nPKCs): 8, e, tj, O.
C) Las atipicas, independientes de calcio y que no unen DAS ni ésteres de forbol
Mediante el uso de anticuerpos específicos para cada una de Las isoformas se ha
podido estudiar la deplección y la transiocaclón selectiva, desde el citosol a la
membrana> de las isoformas de PKC, sugiriendo estos dos parámetros que los diferentes
isotipos de PKC están activados de forma distinta tras la activación del receptor. Por
estudios de inmunofluorescencia, se ha visto, además de la redistribución a la
membrana, la transiocación de diferentes Isoformas de PKC al citoesqueleto,
compartimento subceiular del que se sabe que contiene una variedad de sustratos de
PKC in vitro (63)
Debido a la falta de activadores o lnh[bidores específicos para las diferentes
isoformas de PKC, el estudio de su papel en diferentes respuestas biológicas se ha
realizado utilizando varios abordajes. La sobreexpresión de diferentes isoformas en
líneas celulares ha sido muy utilizado> aunque este abordaje tiene el inconveniente de
que los efectos de la sobreexpresión de PKCs, en la fosforilación de proteínas, pueden
no ser directos ni fisiológicos.
También se han observado funciones potencialmente diferentes de los isotipos de
PKC en proliferación y diferenciación> en varios tipos celulares. Así> en células
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progenitoras mieloides 320 de ratón, se ha visto que PKC c~ y 5, pero no PKC ¡311, E, ~ 6
rl> pueden participar en la diferenciación mieloide promovida por TPA (184). En la
diferenciación de células de eritroleucemia inducible por TPA, parece estar implicada la
PKC x mientras que PKC 311 parece estar implicada en la proliferación de dichas células
(192).
En una variedad de tipos celulares y mediante distintos abordajes experimentales.
los isotipos de PKC ejercen diferentes efectos biológicos. Es posible que esto sea debido
a una diferente especificidad de sustrato Intrínseca de las isoformas de PKC> unido a una
distinta localización en la célula.
1.2.2.- ESTRUCTURA DE LAS PKCs.
Todas las isoformas de PKC están formadas por una cadena polipeptidica, que va
a estar dividida en regiones conservadas (C1-C4) separadas por regiones variables <Vi-































FIgura 2. Estructura de los distintos tipos de PKCs.
definida como el dominio catalítico, el cual está separado del dominio regulador amino-
terminal por la región V3 (Figura 2).
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- Región Cl: Al comienzo existe un motivo en todas Jas isoformas, cuya secuencia
consenso es similar al motivo XRXXSITXRX, encontrado en los sitios de fosforilación de
importantes sustratos de PKC. Sin embargo, los residuos de serma y treonina están
sustituidos por alanina en todas las PKCs, de manera que no pueden ser fosforilados y,
por tanto, representa un pseudosustrato con características autorreguladoras, ya que
bloquea el sitio catalítico <255). Esta estructura ha sido utilizada para el diseño de
péptidos pseudosustratos, utilizados como inhibidores de PKC, y también para el diseño
de péptidos sintéticos que contienen esta secuencia con alaninas sustituidas por serinas
para ser utilizados como sustratos ¡ti y/tpo. ¡¡
Otra región importante en Cl es una región rica en cisteina que forma dos
motivos de la estructura denominada dedos de Zn, cada uno con seis residuos de
cisteina. Esta región rica en cisteinas es necesaria para la unión de DAG y ésteres de
forbol (36). PKC ~ que tiene sólamente un dedo de Zn (205), no une DAS o ésteres de
forbol, esto está de acuerdo con que PKC ~> al menos ¡ti vitre, tiene actividad quinasa
constitutiva (196)> que podría estar afectada ¡ti vivo por otros factores adicionales.
- Región 02: Representa el dominio de unión al calcio (206) y está ausente en las
‘1~
nPKCs y en las aPKCs, las cuales son independientes de calcio.
- Región V3: Denominada región bisagra. Separa el dominio regulador del
catalítico. Esta región es sensible a rotura proteolitica por tripsina o por proteasas ‘[2
neutras dependientes de calcio, calpaina 1 y II, originándose una actividad quinasa
constitutivamente activa (243>.
- Región C3: Contiene el motivo de unión a ATP, XGXGX2GXísKX, el cual está 14
conservado en muchas proteína quinasas (268).
- Región C4: Contiene el sitio de unión al sustrato y la región de transferencia del
fosfato, que contiene la secuencia DFG conservada entre proteína quinasas (137),
excepto PKC ~que es DYG.
1.2.3.-ACTIVACIÓN, PROTEOLISIS Y DEGRADACION DE PKC.
Para las cPKCs >el modelo de activación intracelular, aceptado actualmente, seria
(122):
1) La activación de la PLO y produciría la hidrólisis de fosfatidilinositol 4,5- E4
bisfosfato <PIP2)> asociado a la membrana, liberándose DAS e IP3.
2> El IP3 producido provocarfa la liberación de calcio de reservas intracelulares no
mitocondriales. [H~
3> El calcio liberado se uniría a la región 02 de la PKC produciendo la II11




4) Una vez en la membrana plasmática, la PKC se uniría a través de la región Cl
al DAS, generado anteriormente y a PS> que está constitutivamente presente en la
membrana, produciéndose su activación.
Según este modelo, un éster de forbol> mediante su unión a PKC, imitaría la
acción del DAS, y su presencia continuada en la membrana llevaría a la activación
prolongada de PKC (122).
En la activación de las cPKCs se piensa que el DAS se necesita como activador y
la PS como cofactor de la activación, y que la presencia de ambos reduce el
requerimiento de calcio a concentraciones del orden de micromolar. En el caso de la
activación por ésteres de forbol no se necesita la presencia de calcio, pero éste reduce la
concentración del éster de forbol necesaria para obtener una completa actividad de PKC
(236).
Las nPKCs no van a necesitar de calcio, pero si de DAS/PS o de ésteres de
forbol/PS para activarse. Respecto a las aPKCs, en el caso de la PKC ~ presenta
actividad quinasa en ausencia de activadores (163), aunque se ha visto que la presencia
de PS o de ácidos grasos insaturados como el ácido araquidónico produce una marcada






npkcs [a ~][ J No SI Si
apKcs 3 No {*) No
3 No Si No
L 3 No N.D. No
(*) Existe discrepancia entre los datos obtenidos según distintos autores.
NO.: No determinado.
Figura 3. Respuesta de las isoformas de PKC a distintos activadores.
Hay evidencias de que varias PKCs <entre ellas la PKC ~>se estimulan por
fosfatidilinositol 3>4,5-trifosfato (195). Esto indica que en las vías de transducción de
señal que llevan a la activación de PKC> no sólo estén implicadas las que producen una
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generación de DAS> sino que también podrían participar las que activan a la PI3K.
Además, hay datos que demuestran una estimulación diferencial de isoenzimas de PKC
in vitro por’ ácidos grasos y lisofosfatidico en sinergismo con DAS (10).
Aparte de estos activadores se ha descubierto la capacidad de otros
componentes del metabolismo de glicerolipidos de ser activadores de PKC> al menos ir>
vitro (143,156). La cardiolipina activa PKC a y ¡31(143). El ácido araquidónico <204), y la
lipoxina A (249), otro metabolito de la lipooxlgenasa, activan PKC 1311 y e. El PIP2 puede
sustituir al DAS como activador de PKC cx, 131 y y, pero no 1311(156). Estos hallazgos junto
con el hecho de que el DAS puede provenir también de fuentes distintas a los lípidos de
inositol como, por ejemplo a partir de la PC (119), sugieren que, al menos, algunos
isoenzimas de PKC pueden ser activados por otros segundos mensajeros. Cítoquinas
como INFa, IL-1 e IL-3, producen hidrólisis de PC pero no de Pl (40,72,21 5), y se ha
visto que PKC 13 y a se activan tras la acción de lFNcc en células Hola y Daudi
respectivamente (214,215). Luego la producción de diferentes segundos mensajeros
inducida por una señal podría decidir que isoenzimas de PKC se activan y cuáles no,
Hay diferentes datos que sugieren la existencia de fosforilaciones producidas por
una PKC quinasa de eucariotas aún no identificada, previa a la activación. Sin esta
fosforilación inicial PKC no es activa y tampoco puede ser activada (211),
La PKC fue descubierta como una proteína quinasa activada por proteasas <127)>
aunque posteriormente se vio que la proteolisis seguía a la activación (141). Se piensa
que las proteasas responsables, ¡ti vivo, son las proteasas neutras dependientes de
calcio <calpainas 1 y II) las cuales son activas en el rango de micro y mllimolar (1 27,141>.
Las calpainas actúan sobre la región VS y producen dos fragmentos que son, por un
lado, el dominio regulador y, por otro> el dominio catalítico activo en ausencia de
activadores (237). La activación proteolítica se puede realizar ¡ti vitro mediante
tratamiento limitado con trlpsina (120), aunque ¡ti vivo se piensa que la activación y
transiocación a la membrana celular son requisitos previos a la proteolisis. No está
todavía claro si la degradación posterior sirve como mecanismo para inactivar la quinasa
o si el fragmento catalítico liberado desde la membrana al citosol, o a otros
compartimentos celulares, es capaz de actuar como una quinasa con actividad
constitutiva independiente de activadores.
Se denomina ‘down regulation” al fenómeno por el que se deplecciona la PKC>
por degradación proteolitica, como consecuencia del tratamiento prolongado de
determinados tipos celulares con ésteres de forbol. Con respecto a la “down regulationt
las distintas isoenzimas de PKC muestran rasgos muy diferentes que están de acuerdo




2.4.- SUSTRATOS DE PKC.
tt4.1.- Sustratos de PKC in vitro.
Durante cierto tiempo se observó que, al menos, ir> vitre las cPKCs eran
serina/treonina quinasas no específicas . Por tanto> cualquier proteína básica, como
histona 1-lI, 1118, MBP, protamina u otros péptidos podrían utilizarse como sustratos,
siempre y cuando tuvieran la secuencia XRXXS/TXRX; siendo este rasgo muy distinto de
[aespecificidad de sustrato que presentaban muchas de las quinasas estudiadas hasta
entonces. Sin embargo, una comparación de las isoenzimas de PKC y sus actividades
hacia distintos sutratos, ¡ti vitre, ha mostrado diferencias que pueden indicar una cierta
especificidad hacia los sustratos naturales bajo condiciones fisiológicas.
En relación a las nPKCs presentan grandes diferencias respecto a la cPKCs ya
que muestran una actividad quinasa pobre hacia histona 1118, MBP, protamina o
protamina sulfato (8>r~>~) <64,179,205,243). Por tanto, ha sido necesaria la utilización de
péptidos sintéticos derivados de la secuencla del pseudosustrato, o del receptor EGF o
de MBP, para ensayar la actividad quinasa de las nPKCs (204>237).
Varias observaciones muestran que la especificidad de sustrato podría ser más
compleja de lo esperado. Se cree que esta especificidad está determinada por el dominio
regulador de la quinasa >ya que, por ejemplo, la activación proteolitica de PKC e hace
que ésta aumente su actividad sobre histona (242). Además,, una proteína de fusión que
consta del dominio catalítico de PKC y y del dominio regulador de PKC e tiene la
especificidad de sustrato de PKC e (210>. Además, PKC ~,es capaz de fosforilar al
péptido del receptor EGE cuando es proteolizada por quimotrips[na, pero no cuando el
enzima está intacto (122) También varía el requerimiento de activador dependiendo del
sustrato, así para fosforilar protamina las cPKCs y las nPKOs no necesitan de ningún
activador (19>163).
1.2.4.t- Sustratos de PKC in vivo.
Mediante el marcaje de células con 32P y estimulación de las mismas con ésteres
de forbol u otros agonistas que estimulan la PKC> se han descubierto muchos posibles
sustratos fisiológicos (122). que podrían dividirse en tres grupos:
- Proteínas implicadas en la transducción de señal: Receptores de EGF, de
antígeno de la célula T y de insulina; Ras, GAP, Raf> 56 quinasa.
- Proteínas implicadas en vías metabólicas: Bombas, canales.
- Proteínas implicadas en la regulación de la expresión de genes : Factores de





Hay tres sustratos importantes en el control de la proliferación celular: MARCKS
su fosforilación lleva a una redistribución de los filamentos de actina desde la membrana
al citoplasma (106); DNA topoisomerasa <217) y lamina B (114), que son proteínas
nucleares implicadas en el control de la sinteis de DNA> y que darían relevancia a la
transiocación de la PKC al núcleo.
2.- TRANSDUCCION DE LA SEÑAL EN LINFOCITOS T.
Los linfocitos T son células pertenecientes al sistema inmunitario que tienen la
misión de reconocer específicamente y actuar contra agentes extraños y mediar en la
participación de otras células en la respuesta inmune. El reconocimiento del antígeno se
lleva a cabo mediante el receptor de antígeno de la célula T <TCR). El TOR es un
complejo formado por un heterodimero variable (Ti) que está asociado de forma no
covalente con los heterodimeros COSES, CDSvy y el homodimero ~ (287). El
heterodímero Ti es el responsable de mediar el reconocimiento del antígeno> que está
asociado al complejo principal de histocompatibilidad (MHO) en la superficie celular de la
célula presentadora de antígeno. Este reconocimiento provoca la activación del linfocito,
que provoca que la célula> que antes del estimulo se encuentra en el estadio Go> pase a
la fase Si del ciclo celular. Durante esta transición se van a producir una serle de
señales, que originándose en la superficie celular llegan hasta el núcleo, donde se induce
la expresión de un conjunto de genes, entre los que están el gen de la lL-2, y el de la
subunidad a del receptor de IL-2 para formar el receptor de alta afinidad en la superficie
celular. La IL-2 es la citoquina considerada factor de crecimiento de la célula T. Cuando
el linfocito T es capaz de responder a la IL-2, que ha sido secretada> se encuentra en la
fase S~ del ciclo celular. La unión de la IL-2 a su receptor genera una segunda señal que
hace que el linfocito pase a la fase 5, o fase de síntesis de DNA, y continúe el ciclo,
produciéndose la proliferación.
2.1.- TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL EN LA TRANSICiÓN Go’Gí•
Se han han realizado numerosos estudios acerca de las señales que se generan
tras la activación del TOR. Se sabe que se produce un incremento en la fosforilación en
residuos de tirosina de numerosas proteínas, bien citoplésmicas o bien presentes en la
mebrana plasmática. El TOR no posee actividad tirosina quinasa intrínseca, llevándose a
cabo estas fosforilaciones mediante tirosina quinasas de la familia Src y ZAP-70/Syl<
(117).
Entre los eventos que se desencadenan> los mejor caracterizados, hasta el
momento, son la activación de la PLO, de Ras y de calcineurina (287). Los tres han sido
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Pigura 4. Esquema de las distintas vías de tranaduccién de ~aseñal que se activan tras el
estímulo del TOR.
2.1.1.- ActIvación de PLC y de PKC.
2.1.1.1- ActivacIón de PLO
La estimulación del TOR produce la activación de la PLCy1 (126), que hidroliza al
PIP2, con la producción de dos segundos mensajeros que son IP3 y DAS. El IP3 produce
el aumento de los niveles intracelulares de calcio libre> y el DAS se une y activa
diferentes isoformas de PKC. La activación de linfocitos con lectinas o anticuerpos




Gen de la IL-2
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estas dos vías de transducción de la señal que implican un acúmulo de DAG y el
incremento de los niveles de calcio citosólico (15,129,161). El aumento del calcio
intracelular y la activación de PKC desencadenan una serie de señales, que van a
originar la activación transcripcionai del gen de la IL-2.
Entre los datos que apoyan la implicación de estas dos señales en la expresión de
IL-2 están:
- La acción conjunta de onóforos de calcio y ésteres de forbol, que mimetiza la
elevación del calcio y la activación de PKC> provoca señales que inducen ]a expresión
del gen de IL-2 <285)
- Con el empleo de inhibidores de PKC y quelantes de calcio se bioquea la
expresión de IL-2 (200,289).
¡ - La activación de una proteína 5 acoplada a un receptor que activa PLC a través
de un mecanismo independiente de PTK es suficiente para inducir la secreción de IL-2
(67)
- El principal punto de actuación de los inmunosupresores ciclosporina A y FK506
es la calcineurina, serina/treonina fosfatasa activada por calcio-calmodulina (162)
Datos bioquímicos y genéticos sugieren que la activación de PLC ocurre mediante
su fosforilación en tirosina (248>. Inhibidores de proteína tirosina quinasas previenen la
fosforilación en tirosina y la activación de PLC (95>. Esta fosforilación en tirosina inducida
por el TCR está asociada con una actividad catalítica aumentada in vitre <5~>. En lineas
de células T mutantes que no presentan activación de PLO, [aPLCy¶ no está fosforilada
en tirosina (286).
2.1.1.2.- ActivacIón de PKC.
Hay muchos datos apoyando la participación de PKC en la activación de los
linfocitos T. Además de ser activada en respuesta al aumento de los niveles de OAG
como consecuencia de la estimulación del TCR, también interviene en la transducción de
señales accesorias como la estimulación del antígeno de superficie CD2, y la provocada
por la IL-1 secretada por células accesorias (macrófagos, células endoteliales y
fibroblastos) (22). En el caso de IL-1 se ha descrito que la activación de PKC podría ir
através de la hidrólisis de PC y no de inositol fosfolipldos. (232)
Se ha estudiado su relación con componentes de la vía de transducción de la
señal. Así, se ha descrito que la activación de p21 ras en células T está mediada por PKC>
probablemente através de la inactivación de GAP (71). También se ha visto la
dependencia de PKC en la activación de Raf y ERK cuando es estimulado el TOR.
(199>253)
Se sabe que PKC puede regular la expresión de genes en la activación de la
célula T mediante el control de factores de transcripción. En la región del promotor del
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gen de IL-2 existen sitios de unión para los factores de transcripción NF-AT-1, NFicB, AP-
1 y NFIL-2A, los cuales aparentemente actúan en conjunto para inducir la transcripción
(118). Se ha visto que la activación NF-AT-1, NFiB, y AP-1 se induce de forma diferente
con la expresión de formas constitutivamente activas de las isoenzimas PKC cx y PKC a
(87).
2.1.2.- Activación de calcineurina.
Tras la activación del TOR> y como consecuencia de la liberación de IP3 se
produce un aumento de los niveles de calcio intracelulares. Esto va a producir la
activación de proteínas citoplásmicas dependientes de calcio, como por ejemplo la
caicineurina,
El empleo de drogas inmunosupresoras, como son la ciciospor[na A <CsA) y
FKSO6, han ayudado a conocer los efectos del aumento del calcio intracelular. Estas
drogas ejercen, en parte> su efecto inmunosupresor,porque inhiben la transcripción de
genes de linfoquinas en células T. La OsA y FK506 se unen a proteínas citoplásmicas,
ciclofilina y FKBP, denominadas ambas inmunofilinas (247), y los complejos
interaccionan con alta afinidad con calcineurina, una serma fosfatasa dependiente de
calcio-calmodulina> conocida como PP2B <162>. La actividad inmunosupresora de las
drogas correlaciona con su capacidad de inhibir la actlv[dad fosfatasa de la calcineurina.
El papel de la calcineurina está relacionado con el factor de transcripción NF-AT (nuclear
factor of activated T celís>, que se une al promotor del gen de IL-2 tras la activación de la
célula T, y que consta de dos componentes, uno nuclear y otro citoplásmico. El
componente citoplásmico, que es sensible a CsA, es una proteína que se transioca al
núcleo tras la activación para dar lugar al factor NF-AT funcional (79>. Esta forma
citoplásmica es una fosfoproteina que puede ser defosforilada por calcineurina
favoreciendo su transiocación al núcleo (175). Por ello, cuando el complejo CsA-
ciclofilina se une a calcineurina inhibiendo su actividad, no se produce la defosforilaclón
del componente citoplásmico del factor NFAT, impidiéndose la formación del factor NFAT
funcional.
21.3-Activación de Ras.
La estimulación del TCR origina una rápida activación de Ras (71,132). Esta
activación es el resultado de mecanismos dependientes e independientes de PKC. En
otros sistemas celulares, el receptor tirosina quinasa regula la actividad de Ras mediante
interacciones con proteínas Intercambiadoras de nucleótidos de guanina> como Sos y
Vav, y proteínas activadoras cJe la actividad GTPasa (GAPs> (216,246). Tanto la
inhibición de SAP, como la activación de Las proteínas intercambiadoras de nucleátidos
de guanina> han sido observadas tras la estimulación de los i[nfocitos. SAP es fosforilada
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en tirosina tras la estimulación de los linfocitos B, y en menor grado tras la estimulación
del TCR (70,90). Vav también es fosforilada en tirosina en respuesta a TOR (37). La
forma fosforilada de Vav tiene una actividad intercambladora de nucleótidos de guanina
para Ras aumentada ir> vitre (98). Otro intercambiador, Sos y su molécula adaptadora
GRB2 (246) están expresadas ubicuamente, y parecen interaccionar con proteína
tirosina quinasas citoplásmicas, aunque no está claro cómo contribuyen a la activación
de Ras en linfocitos.
Como ya se ha comentado, en células no linfoides se han identificado los
efectores de Ras. Ras interaciona directamente con Raf-1, que regula la actividad de
MEK, siendo ésta a su vez, la quinasa activadora de ERK (58). En el caso de las células
T, se sabe que, además de la activación de Ras, Raf-1 se activa tras la estimulación del
TCR, siendo esta estimulación mediada por PKC (253). La conexión entre Ras y Raf se
piensa que también sea probable en linfocitos, ya que Raf-1 citosólico de células .Jurkat
(línea celular procedente de un linfoma T humano) se une ávidamente a Ras-GTP, pero
no a Ras-SDP (101). Tambien se produce la activación de MEK y ERK> Igualmente
asociada con la activación de PKC (101>199).
Se ha correlacionado la activación de Ras con la activación transcripcional del
gen de IL-2. La expresión de una forma activada de Ras, puede sustituir en parte a los
ésteres de forbol en sinergizar con onóforos de calcio, para inducir la transcripción de IL-
2 (225,293). La activación de Ras está implicada probablemente en la inducción del
componente nuclear, independiente de calcio e insensible a OsA, de NF-AT. Este
componente nuclear, que requiere activación de PKO, se sintetíza de novo y parece ser
un heterodimero de miembros de las familias de los factores de transcripcion Jun y Fos
<133).
2.2.- TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL EN LA TRANSICIÓN Gil5.
La segunda señal> que hace que el linfocito continúe el ciclo celular (transición
31/S) se produce por la interacción de la ]L-2, secretada durante ~o’~’, con su receptor
de alta afinidad, expresado en la superficie celular en la transición G
0/51. Esta
[nteracciónproduce una serie de señales, en su mayor parte aún desconocidas> que
llevan a la proliferación celular (1 82,267).
El receptor de alta afinidad para la IL-2 consta de tres subunidades: Las cadenas
cx, 3 y y, ésta última también forma parte de los receptores de [L-4, IL-7 e IL-9. Tras la
unión de la iL-2 se produce la heterodimerización de las cadenas ¡3 y ‘~ paso requerido
para la transmisión de las señal por IL-2 (194). Este receptor no tiene actividad tirosina
quinasa intrínseca aunque sí se asocla a quinasas> que estarán encargadas de transmitir
la señal al interior de la célula.
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Entre los eventos que se sabe que tienen lugar en la transmisión de esta señal se
encuentra un aumento en la fosforilación en tirosina de sustratos celulares,
presumiblemente debido a la activación de tirosina quinasas de la familia Src y de la
familia Syk-ZAP7O (267). Recientemente se ha demostrado la inducción de la actividad
de las tirosina quinasas Janus (JAK), en concreto Jakl y Jak3, las cuales se asocian con
la región rica en serma de la cadena ¡3 del receptor de IL-2 y con la reglón carboxi
terminal de la cadena y> respectivamente (186>. Estas quinasas JAK fosforilan y activan a
miembros de un grupo de factores de transcripción denominados STAT, concretamente
en la vía de IL-2, se activan Stat3y Stat5 (267).
La IL-2 produce un aumento en la actividad de la PI3K asociada con la PTK de la
familia Src ps9fyn, lo que sugiere que ps9fyn podría estar Implicada en la regulación del
estado de fosforilación de esta enzima en los linfocitos T <182,267).
En esta vía de señalización tambien se produce la activación de Ras (96,241). En
relación a la vía de las MAPK, aunque hay datos en la literatura que muestran la
fosforilación y activación de Raf-1 <175), en general, se piensa que no hay una
participación de la cascada de quinasas donde se incluyen MEK y ERK, aunque algunos
grupos han detectado activación de ERK2 en respuesta a la citoquina <75,21 3).
Además, la IL-2 induce un incremento rápido y transitorio en la expresión de c-fos
y un acúmulo mas estable de los mensajeros de c-myc y c-myb. (208>227,258).
La participación de otros mecanismos de transducción de la señal, que se sabe
que intervienen en la proliferación celular de muchos sistemas> como son la activación de
PKA> de PKC y la movilización de calcio> no parece que tengan lugar en el caso de IL-2
(1 53,180,181 278). Se ha demostrado que la IL-2 produce proliferación en ausencia de
activación de PKC (226). Sin embargo se puede reproducir la transición G1/S de una
forma no fisiológica mediante el uso de ésteres de forbol, que son activadores directos de
PKC. Por otra parte, una elevada actividad de PKA Inhibe la progresión de las células T
desde la fase ~i temprana a la fase 8<435>161>.
3.- PROTEINA FOSFATASAS IMPLICADAS EN LA
TRANSDUCCION DE SENALES.
El estado de fosforilación de una proteína va a depender del balance existente
entre proteína quinasas (PKs) y proteína fosfatasas <~P~) que actúan sobre sus residuos
fosforilables. Por ello, el requerimiento de la acción coordinada de PKs y PPs como
mecanismo de regulación de proteínas> es objeto de numerosos estudios.
3.1.- TIPOS DE PROTEíNA FOSFATASAS.
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Las PPs se pueden clasificar en tres grandes grupos según su especificidad
respecto al residuo fosforilado sobre el que actúan.
1.- Serina/treonina fosfatasas (PSP)
2 - Tirosina fosfatasas (PTP).
3.-Fosfatasas de especificidad dual <PPD): Defosforilan residuos fosforilados de
serina/treonina y de tirosina.
Aproximadamente un 95% de las fosforilaciones que tienen lugar en la célula se
producen sobre residuos de serina/treonina. Las PSPs estan implicadas en numerosos
procesos biológicos como son ciclo celular, metabolismo energético, inmunosupreslón, y
expresión génica.
Las PSPs, de baja especificidad de sustrato, clásicamente se han divido en PP1,
PP2A, PP2B (calcineurina) y PP2C. Muchas toxinas microbianas son [nhibidoresde
PP2A de PP1 o de ambas. Se han utilizado estos compuestos para estudiar funciones ¡ti
vivo de estas PSPs, y han servido para descubrir papeles Importantes de estas
fosfatasas en la fisiología celular. Ac[do okadaico, microcistina, caliculina A y cantarídina
promueven la formación de tumores, supr[men la transformación celular o inducen
apoptosis (166)> dependiendo del sistema celular empleado.
Otro grupo de inhibidores de PSP incluyen los Inmunosupresores CsA y FK506,
cuyo mecanismo de acción en la célula se ejerce através de la PP2B o calcineurina
(162).
Las PTPs juegan un importante papel en la atenuación de señales generadas por
PTKs implicadas en mitogénesis. Por ejemplo, cuando una célula es estimulada por un
factor de crecimiento, como PDSF, que activa un receptor tirosina quinasa, el incremento
en fosfotirosina es transitorio. La cantidad y el tiempo que permanece la fosforilac[ón en
tirosina, en el propio receptor y en otras proteínas celulares, pueden ser aumentados por
el tratamiento con el inhibidor de PTPs ortovanadato sádico, o sus peroxíderivados
(93,219). Como en el caso de los inhibidores de PSPs, los derivados de vanadato
pueden, por si mismos> Inducir respuestas celulares en algunos sistemas, Implicando que
la actividad basal de PTKs es suficiente para promover una respuesta si la actIvidad de
PTP está disminuida. Sin embargo, no todas las PTPs tienen una función reguladora
negativa. Por ejemplo> SH-PTP2, una PTP que contiene dos dominios 5H2, se requiere
para la señalización mediada por el receptor de insulina (203). Otra fosfatasa que puede
activar vías de señalización es la tirosina fosfatasa 0045, necesaria para la activación de
la célula T (146).
Para que una proteína sea regulada por fosforilación, las actividades máximas de
la(s) PK(s) y PP(s)que actúen en un determinado residuo deben estar en equilibrio, de
otro modo la proteína estaría completamente fosforilada o defosforilada. La actividad
catalítica intrínseca de la mayoría de PSPs y PSKs es aproximadamente la misma> y las
concentraciones de las principales PSKs y PSPs son también similares <47). En principio,
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esto proporcionaría el equilibrio, aunque las afinidades para sustratos específicos, junto
con la localización suboelular de las proteínas diana y la(s) quinasa(s) y fostasa(s) en
cuestión sean factores decisivos (123). En contraste, la actividad PTP intrínseca es
generalmente unos dos o tres órdenes de magnitud mayor que la actividad PTK (263).
Esta alta actividad puede dar cuenta del bajo nivel de fosfotirosina en las proteínas
celulares y de la naturaleza transitoria de la mayoría de las respuestas mediadas por
fosfotirosina. Sin embargo, para que la señal de PTK sea efectiva, la actividad de PTP
debe estar fuertemente regulada. Des formas de regular la actividad PTP son una
localización subcelular discreta y la fosforilación en tirosina o serina/treonina <263). Sin
embargo, a diferencia de las PSPs, no se han identificado subunidades reguladoras de
PTP o proteínas inhibitorias. Los domines catalíticos de las PTPs y PPDs están
relacionados pero son diferentes de los de las PSPs.
3.2- PROTEíNA FOSFATASAS QUE ACTUAN EN LA VíA DE LAS MAPK&.
Varios de los componentes de las vías de las MAPKs están sujetos a regulación
por PPs. Las quinasas MEK, ERK, y seguramente Raf, están activadas por fosforilación,
y la retirada de los fosfatos activantes da lugar a la inactivación. La PP fisiológica de Raf
no se conoce aún, aunque puede ser defosforilado ir> vitre por PP1 y PP2A (123>. Las
fosfoserinas activantes de MEK pueden ser defosforiladas in vitre por PP2A y PP1,
siendo más efectiva la PP2A (197). Respecto a ERK2 se sabe que ir> vitre, la PP2A
defosforila la PThr-1 83, y la PTyr-185 puede ser defosforilada por PTPs, como CD4S,
resultando en la pérdida de la actividad de ERK2 (8).
Ya que ERK requiere una fosforilación dual en tirosina yen una treonina próxima
para su activación, las fosfatasas con especificidad para residuos fosforfiados que están
próximos, podrían ser críticos para la regulación de ERK. El producto del gen Hl del
virus vaccinia (VH1), es una de estas enzimas (97). Recientemente se han aislado
fosfatasas que muestran gran homología de secuencia con VH1 lo cual indica que
fosfatasas del tipo VH1 represetan una nueva subfamilla que quizá funcione regulando la
actividad de proteínas de transducción de señal como ERK. Un gen temprano, 3CH134,
inducido por suero y factores de crecimiento en fibroblastos de ratón, se alsló y se mostró
que tenía una alta homología de secuencia VH1 (43). El homólogo humano de 3CH134,
OLlaO, se cionó (138) como un gen temprano en respuesta a estrás oxidativo y choque
térmico. Otro gen temprano relacionado con VH1, PACí, se aisfó de células T activadas
por mitógeno (231). CL100, 3CH134 y PACí son fosfatasas duales que defosforilan
específicamente residuos de treonina y tirosina de ERK <6,262,281). La cinética de
expresión de sus RNA mensajeros es característica de genes muy tempranos> los cuales
no requieren síntesis de proteína para su inducción y sus RNAs mensajeros poseen una
vfda media corta (231). Se ha sugerido el nombre de MKP1 <MAP Kinase Phosphatase)
-25-
Introducción
para 3CH 134 como una indicación de su función biológica (262). Estudios genéticos en
la levadura S.cerevisiae identificaron una fosfatasa de especificidad dual, MSGS, la cual
[nactivalas quinasas FUS3 y KSS1, dos miembros de las MAPKs en la vía de respuesta
a feromona en levaduras (69>.
La cinética de activación e inactivación de cada componente en la vía de ERK
regula la cantidad y la duración de la activación de ERK, y esto a su vez puede
determinar la respuesta celular a un estimulo. Por ejemplo, como ya se ha comentado
antes, la duración de la señal procedente de ERK es un factor critico en la decisión de
las células PC12 para crecer o para diferenciar en repuesta a factores de crecimiento,
que activan receptores con actividad tirosina quinasa: una activación prolongada lleva a
la célula a diferenciar, mientras que la activación transitoria provoca el crecimiento celular
<171).
En resumen, las cinéticas de la activación de ERK difieren entre los distintos tipos
celulares y estímulos. La contribución relativa de los diferentes mecanismos de
inactivación necesitan ser conocidos para poder predecir la cinética de activación de




La proliferación de los linfocitos T es un proceso altamente regulado por una serie de
señales, extra e intracelulares, que han de ser transmitidas hasta el núcleo, donde se
produce la síntesis de DNA necesaria para la posterior división celular.
Entre los mecanismos implicados en la transmisión de señales, la fosforilación de
proteínas desempeña un papel esencial. Por este motivo, el estudio de las proteínas que
intervienen en los procesos de fosforilación, así como de su regulación, puede aportar una
serie de datos que ayuden a una mejor comprenstón del funcionamiento de la célula T.
Con este propósito, los objetivos que nos planteamos a la hora de realizar este
trabajo fueron:
1.- Realizar un estudio de IPKC, quinasa implicada en la transducclón de señales, en
el ciclo celular de linfocitos 1, durante las transiciones Go/Gi y ~ estudiando en más
detalle varias isoformas de la misma.
2.- Estudiar el papel que pudieran desempefiar dos elementos integrados en la
cascada de las MAPKs: Raf-1 y ERK2 durante la proliferación de linfocitos T.
3.- Determinar la relación de estas quinasas, Raf-1 y ERK2, entre si y con la PKC.
4.- Estudiar la regulación del proceso de defosforilaclón de ERK2, como mecanismo
de finalización de la señal.
-27-
III. MATERIALES Y METODOS
Materiales y Métodos
MATERIALES.
Aldrich: Concanavalina A, Rojo Ponceau
Amersham Internacional: [y-32P]-ATP,[3H]-timidina,cx-fosfotirosina 4510, cx-PKC 5,
sistema de detección quimioluminiscente ECL.
Bio Rad: Marcadores de peso molecular> Tween 20, reactivo Bradford,
Boehringer: Anticuerpos a-PKC E y a-PKC ~,lonóforo de calcio A23187, IL-2
recombinante de ratón.
Calbiochem: Bisindolilmaleimida GF 1 09203X.
Flow Laboratories: Glutamina.
~ikco’Medio de cultivo RPMi, FOS
ICN: Anticuerpos secundarios.
Konica: Películas para autorradiograflas.
Llorente: Gentamicina.
M9r~h 13-ME
Millipore: Membranas de lmmobllon-P.
Soandinavian Gene Synthesis: Oligodesoxirribonucleótldos antisentido (5’-
TCCCTGTATGTGCTCCAT-3) y sentido (5’-ATSSAGCACATACAGGGA-3’) de Raf-
1, correspondientes a los codones 1-6 de c-Raf de ratón,
Seikagaku Kogyo: Anticuerpos a-PKC a y a-PKC ¡3.
Sigma: Acido odoacético, ácido okadaico, antipaina, aprotinina, ATP> DTT,
fosfatidilserina, fungizona> estaurosporina, leupeptina> ortovanadato sódico, PMSF, MBP.
Whatman: Papel p-81.
Zymed: Anticuerpo cx-ERK,
El resto de productos químicos utilizados fueron de grado analítico.
METODOS
1.- OBTENCION DE LINFOCITOS T.
Los linfocitos utilizados para este trabajo exper[mental se obtuvieron de dos
órganos linfáticos secundarios: ganglios (mesentéricos y cervicales) y bazo, ambos
procedentes de rata (cepa Wistar). Según se hiciera el estudio con células en el estadio
Go o Gi se empleó como fuente uno u otro órgano.
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1±-OBTENCUON DE LINFOCITOS T QUIESCENTES <Go).
Los linfocitos T quiescentes se obtuvieron a partir de ganglios mesentéricos y
cervicales de rata. Una vez extraídos los órganos, en condiciones de esterilidad> se
pusieron en medio de cultivo RPMI suplementdo con 2% <y/y) FOS, 60 ~xg/mi gentamicina
y 0,25 gg/ml fungizona. El protocolo de obtención de linfocitos es el descrito por Kruse y
col. (149) con algunas modificaciones. En esencia, los ganglios se presionaron sobre una
gasa estéril con el émbolo de una jeringa, y las células tras ser filtradas se recogieron por
centrifugación a 1800 rpm durante 4 mm. Para usar los glóbulos rojos las células fueron
tratadas con un tampón hipotónico de cloruro amónico 0,14 M pH 7,4, durante 2 mm> a 40C.
La reacción de lisis se inhibió añadiendo RPMI suplementado con 2% <y/y> FOS, 60 jig/ml
gentamicina y 0>25 gg/ml fungizona. Posteriormente, las células se lavaron dos veces en el
medio anterior. Finalmente las células se resuspendieron en medio basal, completo (RPMI,
5% (y/y) FOS> 2 mM glutamina, 60 .tg/ml gentamicina, 0>25 hg/ml fungizona y 5x1 o-~ M 9-
ME), a una concentración de 5x106 células/ml.
El FCS utilizado en todos los casos se inactivé previamente, mediante tratamiento a
56~ C durante 30 mm.
1.2.- OBTENCION DE LINFOBLAISTOS T <01>.
Los linfoblastos T se obtuvieron a partir de bazos de rata. Una vez extraído el
órgano del animal, en condiciones de esterilidad> se mantuvo en medio de cultivo RPMI con
2% FOS, 60 gg/mi gentamicina y 0,25 jigfrni fungizona. La obtención de los linfocitos a
partir de bazo se realizó tal y como se ha descrito previamente para linfocitos T de
ganglios. Una vez filtradas las células, éstas se recogieron por centrifugación a 1800 rpm
durante 4 mm. Las células se lavaron dos veces con el medio anterior, se resuspendieron
en medio basal completo, a una concentración de 5x106 células/mi, y se estimularon con 2
vg/ml Concanavalina A durante 48 h, a 370C, 5% CO~ y 95 % de humedad <durante este
tiempo los linfocitos secretan IL-2 al medio de cultivo y expresan el receptor de alta afinidad
para d[cha citoquina). Al cabo de las 48 h> las células se recogieron por centrifugación> y se
trataron con un tampón hipotónico de 0,14 M cloruro amónico, para usar los glóbulos rojos,
durante 3 mm a 40C. La reacción de lisis se detuvo añadiendo 2% FCS, 60 sg/ml
gentamicina y 0>25 ~g/mlfungizona en RPMI, lavándose las células dos veces más con
este medio. Finalmente las células se resuspendieron en medio basal completo a 10~
células/mí> durante 24 h, en las condiciones citadas anteriormente. Los linfoblastos T se
mantuvieron estas Ultimas 24 h en un med[o sin IL-2, con objeto de que en ausencia del
factor de crecimiento se sincronicen en un estadio ~1 basal.
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2.- CONTAJE DE CELULAS.
Para determinar el número de células> tanto de linfocitos T quiescentes como de
linfoblastos T, se ha utilizado una cámara de Newbauer y la viabilidad de las mismas se
ha analizado con un colorante de exclusión> tripan blue> preparado al 10 % en agua, De
esta forma, pueden distinguirse las células vivas de las no viables> ya que en estas
últimas por tener una membrana plasmática alterada> el colorante es capaz de penetrar al
interior de la célula, haciendo que ésta adquiera una coloración azul.
3- MEDIDA DE LA PROLIFERACION CELULAR.
La proliferación celular se midió como la incorporación de [8H]-timidinaal DNA. Esta
incorporación se cuantificó desde dos estadios diferentes de las células, bien desde la fase
So o bien desde la fase Si del ciclo celular,
3.1.- INCORPORACION DE [3H]-TIMIDINADE LINFOCITOS T (Go)
Para medir la Incorporación de [3H]-timidinadesde ~o,los linfocitos T quiescentes
se obtuvieron como se ha descrito anteriormente, Las células> resuspendidas en medio
basal a una concentración de 106 células/ml en 100 II, se incubaron a 370C, 5% CO~ y
95% de humedad, en placas de 96 pocillos con la adición o no de los estímulos empleados
en cada experimento. Al cabo de 48 h, se añadió 0,5 gOl/pocillo [3H]-timidina>y se
mantuvieron, en las condiciones citadas anteriormente, durante 24 h más, Tras este tiempo
la radiactividad no incorporada se lavó con ayuda de un colector de células, de forma que
los ácidos nucleico se quedaban retenidos en filtros de fibra de vidrio y la [3H1-timidina>
incorporada al DNA, se determinó por cuantificación de la radiactividad de los mismos en un
contador de radiación 13.
3.2.- INCORPORACION DE [3H]-TIMIDINADE LINFOBLASTOS T (Gi)
Para medir la incorporación de [SH]-timidlnadesde S~, los linfoblastos T se
obtuvieron como se ha descrito anteriormente. Las células, tras haberse mantenido 24 h en
medio basal para que se sincronizaran en un estadio G
1 temprano, se resuspendierori en
dicho medio a una concentración de 2x10
5 células/ml en 100 lii, y se incubaron a 3700,5%
002 y 95 % de humedad en placas de 96 pocillos, en presencia o en ausencia de los
estímulos que se utilizaran en cada experimento. A las 20 h de la adición de los estímulos
se añadió 0>5 gCi/pocillo [3Hj-timidinapor pocillo> y se mantuvieron en las condiciones
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descritas anteriormente durante 4 h más, tiempo al cabo del cual se lavó la radiactividad no
incorporada, y se cuantificó la que silo estaba del modo citado anteriormente.
4.- INMUNODETECCIONES EN FILTRO.
Para realizar las [nmunodeteccionesde las diferentes proteinas en estudio> se
procedio de la siguiente manera:
4.1.- TAMPONES
P BS
140 mM NaCí, 3 mM KCI, 1.5 mM H2KP04, 10 mM HNa2PO4.
Tampón de lavado de células
5 mM EDTA, 10 mM NaF, 0,4 mM ortovanadato sódico y 10 mM pirofosfato sódico
en PBS.
Tampón de lisis total de células
50 mM Tris-CIH pH 7,5, 0>5% Triton X-100, 300 mM NaCí> 5 mM EDTA> 10 mM
NaF, 10 mM pirofosfato sódico, 1 mM ortovanadato sódico, 10 mM ácido yodoacéticc, 125
gg/mi aprotinina, 10 gg/ml leupeptina, 4 mM PMSF.
Tampón de lisis tiara preparación de fracción citosólica y particulada
20 mM Tris-HCI pH 7,5, 0>33 M sacarosa, 2 mM EDTA, 0,5 mM ESTA, 2 mM
PMSF, 10 ¡xg/ml leupeptina
Tampón de muestras de Laemmli
62,5 mM Tris-CIH pH 6,8, 5% ¡3-ME, 10% gllcerol> 2% SDS, 0~00l% azul de
bromofenol.
Tampón de transferencia
25 mM Tris-HCI pH 8,8, 200 mM glicina, 10% (y/y) metanol.
TBS
50 mM Tris-HOI pH 7,5,150 mM NaCí
T-TBS
0>05% Tween-20 en TBS.
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4.t- PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES
4.2.1.- Extractos totales
Las células se recogieron en los tiempos indicados en cada experimento> por
centrifugación a 1800 rpm durante 4 mm. Se lavaron con tampón de lavado de células> se
resuspendieron en el tampón de lisis total de células, se agitaron en vértex durante 20 s> y
se dejaron en hielo 15 mm, tiempo tras el cual la suspensión fue centrifugada a 12000 rpm,
durante 10 mm y a 400. El sobrenadante de esta centrifugación se consideró el extracto
celular total.
4.2.2.- Preparación de fracciones citosólica y particulada.
Para analizar las proteínas de membrana y citosol celular de forma separada, los
extractos se prepararon según el método descrito por lsakov y Altman (130). Para ello
50x106 células se recogieron, como antes por centrifugación, se lavaron una vez con PBS
frío, se resuspendieron en 2 ml de tampón de lisis para preparación de fracción citosólica y
particulada y se sonicaron, en hielo, tres veces consecutivas, 10 s cada vez a 4 micrones
de amplitud. El extracto se centrifugó a 100000 x g durante 20 mm a 40C en una
ultracentrifuga TL 100. El sobrenadante se recogió, y es lo que se consideró fracción
citosólica, El precipitado se resuspendió, con ayuda de un homogeneizador de vidrio, en el
tampón anterior al que se le había añadido 1% Triton X-100, y se dejó durante 1 h a 40C,
con el objeto de solubilizar las membranas. Esta suspensión se centrifugó a 100000 x g
durante 20 mm a 40C, y el sobrenadante fue lo que se recogió y se consideró como la
fracción particulada.
4.3.- MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEíNA.
Del extracto obtenido anteriormente, bien sea procedente de una lisis total de la
célula, o de las fracciones separadas de membrana y citosol, se determinó la concentración
de proteína mediante el método de Bradford (30>, utilizando BSA como estándar.
4.4.- ELECTROFORESIS DE PROTEíNAS.
Los extractos proteicos fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS), según el método de Laemmii (151). Se
aplicaron en los geles entre 30 y 80 ~gde proteína de las distintas fracciones> previamente





En general> se utilizaron geles de 10 cm de longitud con 8% acrilamida, 0,2%
bisacrilamida y 0,1% SOS. Cuando la proteína en estudio era ERK2, con el objeto de
visualizar mejor el retraso en la movilidad electroforética se utilizaron geles de 20 cm de
longitud con 8% de acrilamida, 0,14% bisacrilamida y 0,2% SOS.
4.5.- INMUNOTRANSPERENCIA.
Las proteínas separadas mediante electroforesis en 5DB-PASE, se transfirieron a
filtros de lmmobilon-P. La transferencia se realizó a 2 mA/cm2, durante 90 mm y a
temperatura ambiente, en tampón de transferencia, Una vez transferidas las proteínas, el
filtro se tiñócon unasolucióndeO>I% rojoPonceauen 1%ácidoacéticodurante lOmin> y
se destiñó con una solución de 1% ácido acét[co, para comprobar que la carga había sido
homogénea y que la transferencia había funcionado correctamente.
4.6.- INCUBACION DEL FILTRO.
Posteriormente el filtro se incubó con 3% (gv) leche en polvo desnatada en T-
TBS> durante 1 h a temperatura ambiente> con el objeto de reducir las uniones
inespecificas, al filtro> de los anticuerpos que después se iban a utilizar. Tras lavarse con
T-TBS 3 veces, 10 mm cada vez, el filtro se Incubó con la dilución adecuada del anticuerpo
primario en T-TBS> durante 2 h a temperatura ambiente y se volvió a lavar con T-TES 3
veces> 10 mm cada vez, para después ser incubado con el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa, diluido en T-TES, durante 1 h a temperatura ambiente. El filtro se
lavé con T-TBS, 10 mm cada vez, y una vez con TBS. El revelado se realizó utilizando un
método químico (cloronaftol junto con agua oxigenada) o un método quimioluminiscente
(ECL).
5.- CROMATOGRAFIAS.
5.1.- CROMATOGRAFíA EN MONO-O HR 5/5.
5.1.1.- Tampones.
Tampón de lisis celular
50 mM Tris-HOI pH 7,5, 2 mM EDTA, 10 mM ESTA, 1 mM OVE> 0,25 M sacarosa, 5
gg/ml pepstatina, 40 ~tg/mlPMSF, 10 mM benzamidina> 8 gg/ml antipaina, 25 gg/ml
aprotinina, 0,5 mg/ml leupeptina, 0,1 mg/ml ovoalbúmina.




50 mM Tris-CIH pH 7,5>1 mM EDTA> 0,5 mM EGTA y 1 mM DTT.
Todos los tampones fueron filtrados através de una membrana de nitrocelulosa de
0,45 gm de diametro de poro.
5.1.2.- Preparación de la muestra y cromatografía.
La preparación de la muestra que postertormente se iba a cromatografiar en la
columna de Mono Q HR 5/5 fue como sigue: Se recogieron alicuotas de 125 x i0~ células,
se lavaron con PBS frío y se resuspendieron en el tampón de lisis celular. Posteriormente,
se sonicaron en hielo tres veces consecutivas, 10 s cada vez a 4 micrones de amplitud.
Los extractos se centrifugaron a 100000 x g durante 30 mm a 400. El sobrenadante se filtró
a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,45 jm de diámetro de poro> y se aplicaron
6-8 mg de proteína a una columna de Mono Q-Sefarosa, asistida por un sistema de
cromatografía líquida de flujo (FPLC» previamente equilibrada en el correspondiente
tampón de equilibrado. Las proteínas retenidas fueron eluidas de la resma con 15 mi de un
gradiente de O a 400 mM NaCí en tampón de equilibrado> y recogidas en fracciones de 0,5
ni
Las distintas fracciones se utilizaron b[en para el ensayo de actividad PKC, o bien
para inmunodetección siguiendo los pasos descritos en el apartado anterior,
51.- CROMATOGRAFíA EN MEPARINA-AGAROSA.
5.2.1.- Tampones
Tampón de diálisis
50 mM Tris-CIH pH 7>5, 0>5 mM EDTA, 0,5 mM ESTA, 5 mM 13-ME> 10% glicerol.
Tamoón de equilibrado
50 mM NaCí en tampón de diálisis.
5.2.2.- Preparación de la muestra y cromatografía.
Las fracciones, procedentes de la cromatografía en Mono-Q sefarosa, con actividad
entre 120 y 210 mM NaCí (3 mi) se juntaron. La mezcla resultante se dializó y
cromatografió en un resma de heparina agarosa previamente equilibrada. Lo mismo se hizo
con la actividad que eiuia entre 230 y 320 mM NaCí. Tras aplicar cualquiera de las dos
muestras, la resma se lavó con 5 volúmenes de la columna de tampón de equilibrado. Para
eluir las proteínas retenidas, se aplicó un gradiente de 50-800 mM Nací, de 15 mi, y se
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recogieron fracciones de 0,5 ml. Las distintas fracciones se utilizaron bien para el ensayo
de actividad PKC, o bien para inmunodetección siguiendo los pasos descritos en los
apartados 4.4-4.6 de Materiales y Métodos.
6.- VALORACION DE LA ACTIVIDAD PKC.
Esta actividad se determinó midiendo la incorporación de 32P desde el sustrato
donador, EY-32P]-ATP, al sustrato aceptor, MBP.
La mezcla de reacción, en un volumen final de 25 gtl, contenía: 50 mM Tris-HCI pH
7,5> 10 mM MgCI2, 0,5 mg/ml MBP, 40 gM ATP> [‘y-32P]-ATP(2500 cpm/pmol), 10-20 ~xg
de proteína, con o sin 1 mM CaCi
2, 500 gg/ml PS, y 100 ng/ml PDBu. La PS se secó
mediante la evaporación del solvente orgánico, bajo una corriente de nitrógeno, y fue
resuspendida en 50 mM Tris-HOI pH 7,5, mediante 2-3 sonicaciones consecutivas> de 10
s cada una a 4
0C. Después de lO mm de incubación a 30~C, la reacción se paré mediante
la adición de la mezcla de incubación a f[ltros de papel P-81. Los filtros se lavaron con 75
mM ácido fosfórico, varias veces hasta que la radIactividad en la solución de lavado era
practicamente despreciable. La radiactividad de los filtros se cuantificó con un contador de
emisión 13.
7.- ANALISIS ESTADISTICO.
Para la realización del anál[sis estadístico se utilizó el test de Kolmogorov-Smirnov




1.- PAPEL DE PKC EN LAS TRANSICIONES G01G1 Y Gi/S DEL
CICLO CELULAR DE LINFOCITOS it
11- TRANSICION GofGí.
Las señales que hacen que el linfocito T salga del estadio de quiescencia So y
entre en la fase Gi del ciclo celular, como son la estimulación del lCR por un antígeno, o
lectinas mitogénicas van a originar un aumento en los niveles intracelulares de dos
segundos mensajeros que son calcio y diacliglicerol, provocando la activación fisiológica de
PKC, entre otros eventos intracelulares (22). Esta activación del linfocito T puede
conseguirse mediante el uso conjunto de ionóforos de calcio y ésteres de forbol (274,284),
que promueven de forma no fisiológica un Incremento del calcio Intracelular y la activación
de PKC. Ya que este aumento en la actividad de PKC es un requisito indispensable en la
activación de linfocitos T, los inhibidores de PKC potencialmente actuarían bloqueando la
proliferación de los mismos. Un inhibidor de PKC comúnmente utilizado ha sido el alcaloide
microbiano estaurosporina (166). Sin embargo, su falta de especificidad (291) es el
principal problema cuando se desea un bLoqueo selectivo de una vía de señalización
celular dependiente de PKC. En los últimos años se ha sintetIzado un inhibidor de PKC,
BIS, estructuralmente relacionado con estaurosporina y descrito como Inhibidor potente y
más especifico de PKC <271) que los utilizados hasta el momento. Con el fin de estudiar la
intervención de PKC en la activación de linfocitos T, y como base para estudios
posteriores, analizamos el efecto del BIS en la transición Go~~í del ciclo celular.
Este estudio lo llevamos a cabo midiendo la incorporación de (31-l)-tlmidina enlinfocitos recién obtenidos de ganglios de rata . Para realizar esta medida, las células se
preincubaron 1 h, antes del estimulo correspondiente> con BIS en un rango de
concentraciones que variaron ente 0,25 y 5 gM. Posteriormente se añadió bien 2 ~xg/ml
Con A, (lectina mitogénica), o bien 5 ng/ml POBu (éster de forbol) junto con 0,25 gM
A23187 (ionóforo de calcio). La incorporación de (3H)-timidina se realizó según se explica
en el apartado 3.1 de Materiales y Métodos.
En la figura 5, se muestra que en ambos casos se produjo un bloqueo por BIS de la















Figura 5. InhibicIón de la proliferaclón celular de lInfocitos T por BIS utIlizado a distintas
concentraciones.
La figura muestra la incorporación de (3H)-tlmidina de linfocitos T, realizada como se explica en el
apartado 3,1 de Materiales y Métodos, que hablan sido Incubados durante 1 h con diferentes
concentraciones de BIS> y que posteriormente se estImularon con 2 j±g/mlCon A (—e--), o con 5
ng/ml PDBu más 0,25 gM onóforo A23187 (—e—). El experimento se realizó por triplicado
representándose en la gráfica la media ±80.
0 1 2 3 4 5
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mayor, de la proliferación promovida por Con A, que de la inducidada por PDBu junto con
el ionóforo de calcio.
Para estudiar si esta actividad PKC, que se estaba Inhibiendo, era necesaria
sólamente en un tiempo próximo al estimulo, o también en tiempos posteriores, se añadió
0,5 gM BIS a la vez y a diferentes tiempos después de la adición del estimulo. Como se
observa en la figura 6, el BIS añadido a la vez que el mitógeno, Con A o PDBLI más
ionóforo A231 87, produjo una inhibición de más del 90% de la incorporación de <3H)-
timidina. La adición del BIS a tiempos posteriores, siguió bloqueando en un 90% la
proliferación producida por Con A. En el caso de PDBu más lonóforo de calcio> el bloqueo
de la proliferación fue progresivamente menor, siendo la inhibición de un 70% si el BES se
añadía a las 5 h tras el estimulo.
Estos resultados, de acuerdo con lo ya descrito (22), indican que en el sistema
empleado es necesaria la actividad PKC en la transición ~o/~í, y además no sólo como
un evento temprano> sino también, al menos, hasta 5 h después del estimulo.
1.2.- TRANSICION 01/5.
Como se ha descrito anteriormente, el paso de la fase ~i a la fase 8 del ciclo
celular en los linfoblastos T, puede producirse tras el estimulo de la célula con su factor de
crecimiento especifico IL-2, o con un éster de forbol como es el PDBu. Hay datos que
demuestran que las vías de transducción activadas por ambos estímulos son distintas>
residiendo una de las diferencias principales, en el hecho de que la proliferación por IL-2 es
independiente de la actividad PKC> mientras que para el PDBu, su receptor intracelular es
precisamente una buena parte de las isoformas de PKC. Por tanto, el uso de inhibidores
específicos de la actividad PKO, bloquearía la proliferaclón desencadenada por el éster de
forbol, pero no por la citoquina. Se analizó el efecto del BIS> y se comparó con el efecto
producido por otro inhibidor de PKC menos especifico, como es la estaurosporina> en la
incorporación de (3H)-timidina, en linfobiastos T, procedentes de bazo de rata, y obtenidos
como se describe en el apartado 1.2 de Materiales y Métodos.
En la figura 7, se puede observar como BIS fue capaz de bloquear la poliferaclón
inducida por POBu a concentraciones (0>25 gM) a las que no afectó la causada por IL-2,
inhibiéndose la proliferación promovida por esta última, sólamente a altas concentraciones
del inhibidor (3-5 gM). Por otro lado, la estaurosporina bloqueó la proliferación promovida
por ambos mitógenos a concentraciones en el rango de nM.
Estos datos muestran claramente la especificidad de acción del BIS, como Inhibidor
de las señales desencadenadas por PKC, confirmando que la señal producida por IL-2 es

















Tiempo de adición (h)
Figura 6. Inhibición de la proliferaclón celular de lInfocitos 1 por BIS añadIdo a distIntos
tiempos.
La figura muesta la incorporación de (3H>-timldina de linfocitos T estimulados con 2 pg/mi Con A , o
con 5 ng/ml PDBu más 025 biMiorióforo A23187, incubados en ausencia o en presencia de 0,5gM
BIS, añadido al mismo tiempo (0 h> o después (1-5 h) del estimulo. El experimento se realizó por
triplicado representándose en la gráfica la medía ±3D,
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Figura 7. Efecto del BIS y de la estaurosporína en la proliferaclén celular producIda por
PDBu o IL-2 en linfoblastos T.
La figura muestra la incorporación de (3H)-timldlna de linfobiastos T, realizada como se explIca en
el apartado 3.2 de Materiales y Métodos> que habían sido Incubados durante 1 h con distintas
concentraciones de BIS (parte superior de la figura) o de estaurosporina (parte Inferior de la
figura), y que posteriormente se estimularon con 80 ng/ml PDBu (—.-j, o con 20 U/ml IL-2 (—o.-). El
experimento se realizó por triplicado, representándose en la gráfica la media ±SO.




2.- ACTIVACION DE DIFERENTES ISOFORMAS DE PKC EN LA
TRANSICION GilS
2.1.- ESTUDIO DE LA DEPLECION DE LAS ISOFORMAS DE PKC
Los receptores intracelulares para los ésteres de forbol son las diferentes isoformas
de PKC susceptibles de ser activadas por dichos agentes. Hasta el momento todas las
isoformas de PKC se unen a ellos, a excepción de las isoformas ~,?~, t<122), El PDBu al
unirse al dominio regulador de la mayoría de las PKC, promueve su transiocación a la
membrana, donde el enzima es activado por lípidos de membrana y degradado
rápidamente. Si el tiempo de incubación con el éster de forbol es prolongado, se puede
llegar a la eliminación, o depleción, del enzima de la célula debido a su degradación
proteolitica. A este fenómeno se le conoce como ‘down regulation”. Por tanto, para estudiar
qué isoformas eran susceptibles de ser activadas por POBu en la transición Gil8 del ciclo
celular, se analizó la depleción de las mismas, en respuesta a la incubación de linfoblastos
1 con diferentes concentraciones del éster de forbol, desde 5 a 150 ng/mI> seguIda de
¡nmunotransferencia y posterior inmunodetección, empleando anticuerpos específicos para
cada una de las isoformas.
En la figura 8, se muestra como las isoformas cx, ¡3, 8, e, y p82 ¿ dejaron de
detectarse después de 14 h de incubación cJe los linfoblastos T con PDBu. Además, se
pudo observar que las isoformas eran igualmente sensibles al éster de forbol, excepto las
isoformas 8 y p82i que necesitaron concentraciones más altas <30-80 ng/mI) de PDBu,
que las requeridas para la eliminación de las otras isoenzimas (5 ng/mi). Por otro lado> p75
~permaneció tras la exposición de las células al éster de forbol.
Luego, el experimento mostrado en la figura 8, implicaba que las isoformas cx, 13, 8, a
y p82 ~son susceptibles de ser activadas por PDBu en la transición ~
2.2.- TRANSLOCACION A LA MEMBRANA DE LAS ISOFORMAS DE
PKC.
Ya que el enzima en su proceso de activación> es transiocado desde el citosol a la
membrana plasmática, está aceptado como medida de activación de las Isoformas de PKC
su localización en la membrana en un tiempo corto después de la adición del estimulo (20>.
Por tanto> mediante inmunodeteoción en filtro> se estudió la translocación del citosol a la
membrana de las distintas isoenzimas, Las células se estimularon bien con 80 ng/ml PDBu
o con 20 U/ml IL-2, utilizando esta última como control negativo, y se recogieron a los
tiempos indicados en la figura, separándose la fracción citosólica de la paniculada según se
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Figura 8. Efecto del tratamiento prolongado de linfoblastos T con PDBu sacre distintas
isoformas de PKC.
La figura muestra la inmunodetección en filtros, realizada según se describe en el apanado 4 de
Materiales y Métodos, de distintas isoformas de PKC, utilizando anticuerpos específicos para
cada isoforma. Los linfoblastos T una vez obtenidos, como se explica en el apartado 1.2 de
Materiales y Métodos, se recogieron (primer carril izquierda), o se mantuvieron en cultivo en
ausencia (segundo carril izquierda), o en presencia de diferentes concentraciones de POBu durante
14 h. En la inmunotransferencia se utilizaron 60 gg de proteína total> aislada a partir de los
linfoblastos T, como se explica en el apartado 4.2.1 de Materiales y Métodos. El anticuerpo que
se utilizó en cada caso> se especifica con Fa letra griega correspondiente, que aparece a la
izquierda de cada inmunotransíerencia. Los anticuerpos se emplearon a una concentración de 3






2.2.- TRANSLOOACION A LA MEMBRANA DE LAS ISOFORMAS DE
P KC.
Ya que el enzima en su proceso de activación, es transiocado desde el citosol a la
membrana plasmática, está aceptado como medida de activación de las isoformas de PKC
su localización en la membrana en un tiempo corto después de la adición del estimulo (20>.
Portante, mediante inmunodetección en filtro, se estudió la transiocación del citosol a la
membrana de las distintas isoenzimas. Las células se estimularon bien con 80 ng/ml PDBu
o con 20 U/mi IL-2, utilizando esta última como control negativo, y se recogieron a los
tiempos indicados en la figura, separándose la fracción citosólica de la particulada según se
explica en el apartado 4.2.2 de Materiales y Métodos.
Como se muestra en la figura 9, las Isoformas ex, ¡3> 8y p82 ~son principalmente
citosólicas en células no estimuladas, y se transiocan a la membrana tras la adición de
PDBu; p75 ~> que también es citosólica, en mayor proporción, en estas células, no se ve
afectada. IL-2 no originó ningún cambio en la localización subcelular de ninguna de las
isoenzimas de PKC.
Con respecto a PKC g, en células no estimuladas ya se observó su presencia en
membrana, y no se apreció ningún aumento del enzima en la misma tras el estimulo> pero
sise detectó una disminución de la cantidad presente en la fracción citosólica. Por otro lado
este enzima fue especialmente sensible a proteolísis, pues cuando el extracto, una vez
añadido el tampón de muestras de Laemmli, y hervido, es congelado y descongelado 2-3
veces, se produjo una visible degradación del enzima (datos no mostrados).





3.- ESTUDIO BIOQUíMICO DE LOS POLIPEPTIDOS p75 ~ Y p82
Utilizando el anticuerpo o-PKC se detectaron> en extractos de linfocitos ide rata,
dos bandas específicas de 75 y 82 koa, cuya unión al anticuerpo podía competirse con el
péptido inmunizante> figura 10. Esta característica común, por un lado, junto con el hecho
de que en los estudios de depleción y transiocación a la membrana, p75 C y p82 ~se
comportaran de diferente forma, nos llevó a realizar un estudio comparativo de su
comportamiento en algunos aspectos bioquímicos.
Para llevar a cabo este estudio bioquímico, de un extracto celular de linfoblastos T
se hicieron dos pasos cromatográficos, Mono-Q sefarosa y heparina-agarosa, análisis por
inmunodetección en filtro y ensayo de la actividad PKC.
3.1.- CROMATOGRAFíA EN MONO-Q SEFAROSA
3.1.1.- ComportamIento cromatográfico de p75 1 y p82 ~.
Las fracciones obtenidas de la cromatografía en columna de Mono-Q, realizada
como se describe en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos, se analizaron mediante
inmunodetección en filtro> con el anticuerpo cx-PKC ~.
Como se muestra en la figura 1 lA, esta cromatografía permitió separar las
polipéptidos p75 y p82 que se detectaban con el cx-PKC ~, eluyendo p82 ~ a una
concentración de 150 mM NaCí (fracción 10) yp7B 1a270 mM NaCí (fracción 18). Estos
polipéptidos> p82 ~y p75 ¿, se detectaban ambos como un doblete.
3.1.2.-Ensayo de la actividad PICO. Respuesta a PS/PDBu, BIS y
pseudosustrato ~.
Se valoré la actividad PKC de las fracciones obtenidas en la columna anterior,
según se explica en el apartado 6 de Materiales y Métodos.
Como se observa en la figura 116, el polipéptido p82 ~ comigraba con una
actividad fosforilante sobre MBP, la cual es estimulada unas dos veces por PS (datos no
mostrados) y unas ocho veces por PS/PDBu, mientras que el polipéptido p75 comigró con





Para llevar a cabo una mejor caracterización de estas dos actividades, se estudió el
efecto de diferentes inhibidores sobre ambas. Se probó el efecto del BIS, en tas fracciones
en las que eluian estas dos actividades de PKC. Ambas se inhibieron con una 1C50
aparente de 30 nM, como se muestra en la figura 12.
Se utilizó también un péptido pseudosustrato <pseudosustrato ~),diseñado de
acuerdo con la región aminotermina] del isoenzima PKC t, región que bloquea el dominio
catalítico de la quinasa. Según se puede observar en la figura 13 ambas actividades se
inhibieron con una 1C50 aparente de 2 M.
3.2.- CROMATOGRAFíA EN HEPARINA-AGAROSA.
Se realizó un segundo paso de purificación, utilizando una resma de heparina
agarosa para analizar si las bandas detectadas con el ct-PKC ~comigraban de nuevo con
actividad PKC. Para ello, las fracciones de la cromatografía anterior que constituían el pico
de actividad que comigraba con p82 ~,se juntaron y la mezcla resultante se dializó, para
reducir al máximo la concentración de NaCí presente, y se cromatografió en esta segunda
resma> según se explica en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos. Se procedió de igual
forma con las fracciones correspondientes al pico de actividad que comigraba con p75 C.
3.2.1.- Comportamiento cromatográl loo de p75 ~y p82 ~.
En esta segunda columna p82 ~ eluyó a una concentración de 80 mM NaCí
(fracción 3), como se muestra en a figura 1 4A. En el caso de p75 ~ la señal se detecté en la
fracción 7, correspondiente a 340 mM NaCí (fracción 7) según se observa en la figura lEA
3.2.2.- Ensayo de la actividad PKC. Respuesta a PSIPDBu.
En la figura 148 se puede ver que al valorar la actividad quinasa sobre MBP, en
ausencia de activadores, p82 no comigraba con la fracción de máxima actividad> pero si
con una actividad que se estimulaba en presencia de PSIPDBu.
Por otra parte, en la cromatografía para p75 ~,se observó que ésta comigraba de

















Figure 12. Inhibición por BIS de la actividad PKC de p75 t y p82 ¿.
La figura muestra la curva de inhibición de la actividad PKC de p75 ~ y p82 ~en presencia de
diferentes concentraciones de BIS, Se utilizó como fuente de enzima 6 pi de la tracción 18 de la
Mono-Q para p75 ~ ,y de la fracción 10 de la Mono-Q para p82 <. El ensayo se realizó utilizando
MBP como sustrato, según se describe en el apartado de Materiales y Métodos, y por





















Figura 13. InhibicIón por pseudosustrato ~de la actividad PKC de p75 ~y p82 ¿.
La figura muestra la curva de Inhibición de la actividad PKC de pYS ~y p82 ~ en presencia de
distintas concentraciones de pseudosustrato ¿~. Se utilizó como fuente de enzima 6 t1 de la tracción
de la 18 de la Mono-Q p75 t, y de la fracción 10 de la Mono-Q para p82 ~. El ensayo se realizó
utilizando MER como sustrato, según se describe en el apañado 6 de Materiales y Métodos, y
por duplicado representándose en la gráfica la media de ambos valores.
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Los datos obtenidos de ambas cromatografias, Mono-Q sefarosa y heparmna-
agarosa, indicaron que el polipéptido p75 ~se comporta como la PKC ~ descrita por
algunos grupos (1 44>179)> mientras que el polipéptido p82 ~parece ser una isoforma
relacionada.
4.— ESTUDIO DE ERK2 EN LA TRANSICION Gí/S.
Con objeto de estudiar otros elementos en la vra de transducción de la señal que
comenzaba con la activación de las isoenzimas de PKC, se estudió el comportamiento de
otras quinasas, implicadas en mecanismos de señalización> como son ERK2 (134,170,171>
y Raf-I <60,134,170).
4.1.- ERK2 ES ACTIVADA TRAS LA ESTIMULACION CON PDBu.
ERK2 es un enzima cuya actividad está regulada por fosforilación/defosforilación.
Su activación se produce por la fosforilación de residuos de treonina y tirosina. La forma
fosforilada del enzima se puede distinguir de la no fosforilada, pues sufre un retraso en su
movilidad electroforética, en geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes, y
mediante inmunodetección en filtro, utilizando un anticuerpo a-ERK, se observan dos
señales: una, la correspondiente al enzima sin hiperfosforilar (inactivo)> y otra, de migración
más lenta, perteneciente a la fracción del enzima hFperfosforilado (activo). Por otro Fado, ya
que el enzima activado necesita ser fosforilado en tirosina, se puede detectar un aumento
en los niveles de fosfotirosina en ERK2 activada, mediante el abordaje anterior, y
empleando un anticuerpo a-fosfotirosina (cc-PTyr). Por tanto> como criterio para medir la
actividad analizamos los dos parámetros: Retraso en la movilidad eiectroforétFca y un
aumento en los niveles de fosfotirosina.
Primeramente analizamos si a la concentración de PDBu a la cual se habían
realizado los estudios de translocación de la PKC a la membrana> se observaba una
activación de ERK2. Para ello, los linfoblastos Tse incubaron con el éster de forbol, y se
recogieron las células a 2 y 30 mm tras el estimulo. Como se puede observar en la figura
1 6A, a dichos tiempos una fracción de las moléculas de ERK2 sufre un retraso en la
movilidad electroforética, correlacionando la aparición de esta banda superior con un
aumento en los niveles defosfotirosina, figura 168.
Este experimento demuestra que ERK2 se activa tras la estimulación de




4.2.- PAPEL DE ERK2 EN LA TRANSICION G1IS EN LINFOBLASTOS T.
4.2.1.- Efecto del BIS en la activación de ERK2.
Debido a que ERK2 se activaba en respuesta a PDBu, y BIS bloqueaba la
proliferación desencadenada por este mitógeno, estudiamos cómo se afectaba la
activación de ERK2 en presencia del inhibidor de PKC.
Para ello se preincubaron las células con 0,5 gM BIS, durante 1 h> previo al
estímulo con 80 ng/ml PDBu. Como se muestra en la figura 17A, en presencia de BIS se
inhibFó el retraso en la movilidad electroforética, y el aumento en los niveles de fosfotirosina
de ERK2, figura 17B.
La inhibición de la activación de ERK2, por parte de BIS, fue dosis dependiente,
pues, en otro experimento> correlacionó con la inhibición de la proliferaclón en un rango de
concentraciones de BIS entre 0,2 y 2 j.tM (datos no mostrados).
Estos resultados indicaron que la activación de ERK2 se debe específicamente a la
activación de PKC, y que posiblemente esté participando en la señal de proliferación
desencadenada por PDBu.
4.2.2.- Relación prolíferación celular/activación ERK2.
Con el fin de estudiar en más profundidad la importancia de la activación de ERK2
en la proliferación celular, se analizó la relación de la proliferación celular y la activación de
ERK2, a diferentes concentraciones del mitégeno. La proliferación se midió como
incorporación de (3H)-timidina en linfobiastos T.Como se puede observar en la figura 18, existe una correlación directa entre la
concentración de PDBu requerida para promover proliferación y la requerida para Inducirla
hFperfosforilación del enzima.
No sólamente a diferentes concentraciones de PDEu variaba el retraso en la
movilidad electrofrética de ERK2, sino que también esta variación se observó entre
diferentes experimentos, utilizando en todos ellos una concentración saturante (80 ng/mí)
del éster de forbol, y siendo el tiempo de incubación del mitógeno Igual en todos ellos. Ya
que, por otro lado, la capacidad del PDBu de funcionar como mitógeno> medido como el
número de veces que aumentaba la incorporación de timidina> también variaba entre
distintos experimentos, utilizándose siempre 80 ng/mí, quisimos estudiar si había alguna
























Ffgura 18. Correlación de la activación de ERK2 con la proliferación de linfoblastos T a
distintas concentraciones de PDBu.
(A) inmunodetección de ERK2, utilizando el anticuerpo especFtlco a-ERK. Para la
inmunotranaferencia se emplearon 30 !i9 de proteína total, procedente de lFnfoblastos T que
fueron estimulados durante 30 mm con las concentraciones indicadas en la figura de PDBu; p42
indica las bandas correspondientes a ERK2. (6> incorporación de (3H)-timidina de linfoblastos T
estFmulados con las distintas concentraciones de PDBu. El ensayo se realizó por triplicado,
representándose en la gráfica la media ±SO.
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Resultados
Para realizar este estudio> se analizaron 11 experimentos diferentes. Se cuantificó
el porcentaje de moléculas que habían sufrido el retraso en la migración mediante
densitometrado, y se determinó para cada experimento, el número de veces que había
aumentado la síntesis de DNA.
Como se muestra en la figura 19, se observó que el número de veces que
aumentaba la incorporación de (3H)-timidFna, era mayor cuando el porcentaje de la fracción
hiperfosforilada de ERK2 aumentaba, teniendo ambos parámetros una correlación
significante <pcO05)> según el test de Spearman.
Todos estos datos sugirieron que la activación de la quinasa ERK2 podría ser el
paso limitante en la transición <3<5 de los linfoblastos T promovida por PDBu.
4.3.- ERK2 ES NECESARIA PERO NO SUFICIENTE EN LA TRANSICION
G
1/S DE LINFOBLASTOS T.
Para analizar si la señal transmitida por PKC iba exclusivamente vía ERK2> o se
necesitaban otras vías adicionales> se estudió cuánto tiempo se mantenía ERK2 activada
y se comparó con el tiempo que era necesario que estuviera presente la actividad PKC.
Con este fin> por un lado, se determinó cuál era la cinética de fosforilación/
defosforilación de ERK2> y por otro lado, se midió la proliferación de los linfoblastos T
estimulados con PDBu, en presencia> o en ausencia> del inhibidor de PKC, BIS, el cual se
añadió al medio de cultivo a distintos tiempos tras el estimulo,
Como se muestra en la figura 20> ERK2 ha retornado prácticamente a sus niveles
basales a las 2 h tras el estímulo, mientras que se observa como incluso 3 h después del
estímulo con PDBu, el inhibidor de la actividad PKC> es capaz de reducir a un 40% la
proliferación promovida por el éster de forbol.
Este resultado mostró que en la transición <3i~~ es necesario la presencia de una
actividad PKC sostenida, ncluso horas después de que ERK2 se ha inactivado> indicando
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Figura 19. Correlación de la activación de ERK2 con la proilferación de linfoblastos 1
estimulados con PDBu.
Regresión polinómica obtenida por el test de correlación de Spearman, después de comprobar
normalidad con el test de Koimogorov-Smirnov (n=11). El porcentaje de moléculas de ERK2
hiperfosforilada se cuantificó mediante densitometrado de las dos bandas correspondientes a
EFIK2 en las inmunodetecciones en filtro> realizadas con el anticuerpo a-ERK, empieando 30 pg de
proteína procedente de linfoblastos T, estimulados durante SO mm con 80 ng/ml PDBu. La
Encorporación de (3H)-timidina se midió en los linfoblastos T estimulados con 80 ng/ml. Incremento
en la incoporación de (3H)-timidina significa el número de veces que aumenta la misma, en relación




5- LA ACTIVACION DE ERK2 PRECEDE A LA
FOSFORILACION DE LA QUINASA RAF-1
Raf-1 es otra quinasa implicada en los procesos de transduccfón de señales, por
este motivo, quisimos determinar si también este enzima se activaba tras el estimulo con
PDBu y, si así era, estudiar cual era su relación temporal con la activación de ERK2. Esta
quinasa también es activada por hiperfosforilación en residuos de serma y treonina (60), y
el enzima fosforElado se puede detectar del mismo modo que ERK2, es decir, mediante un
retraso en su movilidad electroforética.
PrEmero se estudió su activación a tiempos cortos. Para ello se estimularon los
linfoblastos T con 80 ng/mi PDBu y se recogieron a los tiempos indicados en la figura 21,
Según se muestra en esta figura, la hiperfosforilación de ERK2, que ya se observa a los 2
¡rin, precede a la de Raf-1, que no se observa hasta los 5 mm. Además la
hiperfosforilación de Raf-1 sufre un aumento progresivo, presentando varias formas
fosforiladas, alcanzando el estadio máximo de fosforiFación entre SOy 40 mm. Por otro lado,
ERK2 ya en 2 mm alcanza el estadio máximo de fosforilación, y sólamente se aprecian dos
formas en cuanto a fosforilación se refiere.
Posteriormente, analizamos cómo se relacionaba la cinética de fosforilaclón/
defosforilación de ambos enzimas en un rango de horas. Como se ve en la figura 22,
ERK2 ha retornado a niveles basales aproximadamente a las 3 h> mientras que Raf-1
necesita entre 7-10 h para estar completamente defosforiFada.
Estos resuttados indicaron que la activación de ERK2, promovida por PDBu, es
anterior y no depende de una previa hiperfosforilación de Raf-1,
6.- PAPEL DE RAF-1 EN LA TRANSICION Gi/S.
6-1.- BLOQUEO DE LA HIPERFOSFORILACION DE RAF-1 POR
INHIBICION DE
Se estudió cómo se afectaba la hiperfosforilación de Raf-1 en presencia del
inhibidor de PKC, BIS. Para ello> se preincubaron los linfoblastos con BIS durante 1 h
previamente al estimulo con PDBu, empleando varias concentraciones del inhibidor> las
cuales ya se hablan analizado cómo afectaban a la proliferación promovida por PDBu>
<figura 7>. También se probó el efecto de otro inhibidor de PKC> la estaurosporina, del que
se había observado que tenía una especificidad menor (figura 7). Las células se





El resultado, que se muestra en la figura 23, indica que cuando se utiliza BIS, la
hiperfosforilación de Raf-1 es bloqueada de forma análoga a como es bloqueada la
proliferación, inhibiéndose completamente a la misma concentración en que la proliferación
se ha abolido (carriles 3-6).
Esto indicaba la dependencia de la hiperfosforilación de Raf-1 de la actividad PKC,
y su posible participación en el control del paso G~/S de linfoblastos T,
Por otro lado> con estaurosporina se observó que a una concentración a la que la
proliferación se había bloqueado, la hiperfosforilación era sólo ligeramente afectada (carril
8).
Este hecho mostró, de nuevo, la mayor especificidad de BIS con respecto a
estaurosporina en su acción como inhibidor de la señal desencadenada por PKC> y la
existencia de procesos implicados en la proliferación celular, que son mucho más sensibles
a estaurosporina que la hiperfosforilación de Raf, en respuesta a PDBu.
6.2.- EFECTO DE UN OLIGODESOXIRRIBONUCLEOTIDo
ANTISENTIDO DE RAF-1 EN LA TRANSICION ~i/~
Con el uso de un oligonucieótido antisentido de Raf-1 se ha comprobado que se
produce un bloqueo de la expresión de Raf-1, y una inhibición de la síntesis de DNA en
respuesta a diferentes mitógenos (38>229,270). Los datos que hablamos obtenido hasta
este punto sugerían que la hiperfosforilacién de Fiaf-1, por la vía de PKC podría ser un
evento importante para desencadenar la entrada en la fase 5, y por otro lado> esta
hiperfosforilación era posterior a la activación de ERK2. Para estudiar en más profundidad
este punto se analizó el efecto de dicho oligonucieótFdo antisentido de Raf-l en la
proliferación y en la hiperfosforilación de ERK2 de linfoblastos T estimulados con PDBu.
Para realizar el experimento, las células se prelncubaron 5 h con el olFgonucleót¡do
antisentido o con el oiigonucleótido sentido de Raf-1, añadiendo, pasado este tiempo el
mitógeno. Como se muestra en la figura 246, el oligo antísentido de Raf-1, pero no el
complementario, fue capaz de bloquear la proliferación celular a una concentracFón de 1,5
gM. Sin embargo, a dicha concentración de oligonucleátído, no se observó ningún efecto
sobre la hiperfosforilación de ERK2> analizada ésta a los 30 ¡rin de la adición del éster de
forbol, según se muestra en la figura 24A.
Estos datos indican que la activación de Raf-1 es un evento necesario en la señal







FIgura 23. Efecto del BIS y de la estaurosporina en la hiperfosforilación de Raf-1.
La figura muestra la inmunodetección de la proteína Raf-1> empleando el anticuerpo especifico ac-
JRaf-1, Para la inmunotransferencia se utilizaron SO pg de proteína total procedente de linfoblastos
T incubados en la condiciones que se explican a continuación: Los carrIles 1 y 9 corresponden al
control de células sin estimular, los carriles 2 y 7 corresponden al control de células estimuladas con
SO ng/ml PEJBu, durante 30 mm, los carriles 3-6 corresponden a linfoblastos T incubados con 0,25,
O,5~ 1 y 2 pM BIS respectivamente 1 h antes del estimulo, el carril 8 corresponde a linfoblastos t





































FIgura 24. Efecto del oligonucleétido antisentido de c-Raf-1 en la activación de ERK2 y en
la proilferación de linfoblastos T.
Los linfobiastos T fueron incubados durante 5 h en presencia del olígonucleátido sentido
<S+POBu) o antisentido (AS+POBu> de c-Raf-1, a una concentración de 1,5 j.tM ambos, y
posteriormente se estimularon con 80 ng/ml PDBu. O: control de células no estimuladas, PDBu:
control de células estFmuiadas con 80 ng/mi PDBu. <A) Inmunodetección de EFiK2, empleando el
anticuerpo especifico a-EHK. Para la inmunotransferencia se utilizaron 30 pg de proteína total
procedente de linfobastos T tratados en las condiciones explicadas anteriormente, y recogidos a
los 30 mm después de la adición del PDEu, p42 indica las bandas correspondientes a ERK2.
(B).lncorporaclén de (3H>-timidina de ros linfobiastos incubados en las condlc¡ones anteriores. El
experimento se realizó por triplicado, representándose en la gráfica la media 1 80.





6.3.- RAF-1 ES REQUERIDA EN LA PROLIFERACION PROMOVIDA
POR PDBu HASTA 7 h DESPUES DEL ESTIMULO.
Para determinar durante cuánto tiempo era necesaria la función de Raf-1 en la
transición Si’S desencadenada por PDBu, se añadieron los oiigonuoieótidos, sentido y
antisentido, de Raf-1 a diferentes tiempos, antes y después de la adición del éster de
forbol.
Corro se observa en la figura 25, la adición del oHgonucieótido antisentido, hasta 7
h tras el estimulo> fue capaz de bloquear la proliferación celular.
Este resultado muestra que Fiaf-1 es necesario al menos 7 h después de haber
estimulado las células, coincidiendo este intervalo con el período de tiempo en que aún se
encuentra hiperfosforilado (figura 22A), indicando que la activación de Raf-1 es requerida
hasta bastantes horas tras haberse desencadenado la señal.
7.- EFECTO DEL AMPo EN LA TRANSICION G-i/S
Está demostrado que agentes que aumentan los niveles intracelulares de AMPc,
activador de PKA, son capaces de inhibir la proliferaclón de linfoblastos T (18,78).
También se ha descrito que la estimulación de PKA produce una inactivación de Raf-1
(49,295>. Por este motivo quisimos estudiar si, en linfoblastos T, la PKA ejercía su efecto
inhibitorio de proliferación en un paso anterior o posterior de la activación de ERK2.
Para ello los linfoblastos T fueron incubados durante 30 mm con 0,4 mM 8BrAMPc,
y posteriormente estimulados con 80 ng/ml PDBu. Como se ve en la figura 268, esta
concentración de EBrAMPo bioqued Ja proliferación de linfobiastos T> pero no la
hiperfosforilación de ERK2 promovida por el éster de forbol, figura 26A. El AMPc por al’ solo
no tuvo nigún efecto en la hiperfosforilación de ERK2.
Estos datos muestran que el 8BrAMPc bioquea la transición <3i~~ en un paso





8.- ESTUDIO DE ERK2 Y RAF-1 EN LA TRANSICION G~G1
Los experimentos de proliferación habían mostrado la participación de PKC en la
salida de quiescencia de los linfocitos T, promovida por ConA o por PDBu junto con un
onoforo de calcio. Por este motivo decidimos estudiar también, el papel que pudieran jugar
en esta fase las quinasas ERK2 y Raf-1.
8.1.- ACTIVACION DE LINFOCITOS T POR CON A.
En primer lugar se estudió el comportamiento de dichas quinasas en células
estimuladas con la lectina mitogénica. Los linfocitos 1 una vez aislados y puestos en
cultivo se estimularon con 2 tg/mi Con A> y se recogieron a diferentes tiempos,
En la figura 27A se puede ver que una pequeña fracción de moléculas de ERK2
estaba biperfosforilada en lh tras el estimulo, no observándose ninguna activación a
tiempos anteriores o posteriores. Sin embargo> en el caso de Raf-1 no se detectó forma
hiperfosforilada hasta las 5h, como se muestra en la figura 278.
Estos resultados sugieren que en la vía de señalización promovida por Con A se
activan las dos quinasas, aunque con una cinética muy retrasada de Raf-1 con respecto a
ERK2.
8.2.- ACTIVACIÓN DE LINFOCITOS T POR PDBu MÁS IONÓFORO DE
CALCIO A23187.
El mismo estudio comparativo de las cinéticas de fosforilación de ERK2 y Raf-1 se
realizó en células estimuladas con éster de forbol más lonóforo de calcio. Los lInfocitos T
quiescentes se estimularon con 5 ng/mi PDBu junto con 0>25 gM A231 87. Las células se
recogieron a los tiempos indicados en la figura 28.
Corro se muestra en la figura 28A, a los 2 mm tras el estimulo ya se detectó la
presencia de ERK2 hiperfosforilada, sin embargo, Raf-1 aún permanecía como en las
células sin estimular, figura 288. Posteriormente, mientras que ERK2 alcanzó el máximo
estado de hiperfosforilación entre 7 y 15 mi Raf-1 presentaba una cinética más retrasada,
apreciándose la situación de máxima fosforilación a los 30 mm,
En tiempos posteriores, hasta Eh, la hiperfosforilación de Raf continuaba, figura
298> mientras ERK2 a las 2h, prácticamente había vuelto a los niveles basales> según se






Estos datos indicaron que en el estadio <3o la activación de ERK2> promovida por el
éster de forbol, es independiente de la previa hiperfosforliación de Raf-1, y que la
hiperfosforitación de Raf-1 es más sostenida en el tiempo que la de ERK2.
9.- ESTUDIO DE LA DEFOSFORILACION DE ERK2
Como ya se ha presentado, ERK2 tras ser activada por hiperfosforilaclón, retorna a
sus niveles basales mediante un proceso de defosforilación. Ya que este proceso va a
participar en la parada de la señal mitogénica, pensamos que seria de interés el estudio de
los mecanismos mediante los cuales está regulado.
La activación de ERK2 se produce por fosforilación en los residuos Thr tSS y Tyr
185 (209). Hay bastante controversia acerca de cuáles son las fofatasas responsables de
[levar a cabo la defosforilación de estos residuos. Por estudios hechos en distintos tipos
celulares y en respuesta a diferentes estímulos, se piensa que pueden ser la Ser/Thr
losfatasa PP2A, la fosfatasa de especificidad duai PAC-1 (en el caso de células
hematopoyéticas> y, probablemente, también intervengan tirosina fosfatasas, todavía no
identificadas.
9.1.- CINETiCA DE DEFOSFORILACION DE ERK2.
El estado de fosforilación de una proteína va a depender del balance entre la acción
de las quinasas y de las fosfatasas que actúen sobre sus residuos susceptibles de ser
fosforilados. Por este motivo, quisimos estudiar cómo se producía la disminución en los
niveles de los grupos fosfato de ERK2, evitando en lo posible que se solaparan los
procesos de fosforilación> es decir, que el resultado que se obtuviera fuera debido
solamente a la acción de las fosfatasas. Para ello, se paró la puesta de los gupos fosfato
bloqueando la actividad de la PKC> después del estimulo, haciendo uso del inhibidor BIS>
el cual comienza a actuar rápidamente, pues como se muestra en la figura 30k la adición
de BIS 1 mm después de estimular las células con FDBu, fue capaz de bloquear la
hiperfosforilación de ERK2, analizada ésta a los 2 mm tras el estimulo,
Para estudiar la defosforilación se añadió 0,5 gM BIS a linfobiastos T, a los 10 mm
de haber sido estimulados con 80 ng/ml PDBu. Como se ha mostrado en la figura 16, la
activación de ERK2 es muy rápida detéctandose ya la máxima activación a los 2 mm. Las
células se recogieron a los tiempos indicados en la figura 306.
Como se muestra en dicha figura, ya a los 30 mm de haber sido estimuladas las
células, se observa que la fracción hiperfostorilada es menor en presencia del BIS. Lo que
nos sugiere que en ese tiempo ya estén actuando actividades fosfatasa. A tiempos
posteriores> a partir de 1 h, el efecto de las fosfatasas es detectable con mayor claridad, y
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se puede observar como a estos tiempos, los procesos de fosforilación siguen
produciéndose cuando no se añade BIS.
9.2.- EFECTO DE LA INHIBICION DE SERINA/TREONINA FOSFATASAS
Está descrito que la proteína fosfatasa 2A (PP2A) tiene acción in y/fra sobre los
residuos fosforilados de treonina de EF(K2 (8). Esta fosfatasa se incluye dentro del grupo
de ras fosfatasas> de baja especificidad de sustrato, que actúan sobre residuos
fosforilados de serina/treonina. Para hacer un estudio in vivo del papel que pudiera jugar
esta fosfatasa en la vía de señalización activada por PDBu en linfoblastos T, se hizo uso
de un inhibidor de las serina/treonina fosfatasa PPI y PP2A, el ácido okadaico, el cual
actúa selectivamente en función de la concentración utilizada (48).
Primeramente analizamos el efecto dosis dependiente del ácido okadaico tenía. Las
células fueron incubadas con tres concentraciones de ácido okadaico, 10, 50 y 250 nM,
durante 2 h, y posteriormente estimuladas con 80 ng/ml PDBu, recogiéndose las céJulas a
los 30 mm de la adición del mitógeno. Según se muestra en la figura 31, la adición de 10-
250 nM ácido okadaico, produjo el aumento de la fracción híperfosforilada de ERK2, siendo
este efecto dependiente de la concentración de ácido okadaico empleada. Para
experimentos posteriores utilizamos una concentración de 150 nM ácido okadaico> y un
tiempo de preincubación de 2 h.
Teniendo como objetivo evitar en lo posible la intervención de las quinasas de la
cascada, se hizo uso del BIS, el cual se adicionó a los 10 mm de haber estimulado ¡os
¡infoblastos con 80 ng/ml PDBu, previamente incubados con ácido okadaico. Como se ve
en la figura 32, el ácido okadaico retrasó la defosforilación de ERK2 que se observaba> en
presencia de BIS, haciendo incluso, que se mantuvieran más tiempo los niveles de ERK2
hiperfosforilada> que cuando las células se habían incubado sólo con PDBu. Por otro lado
el ácido okadaico por sí solo produjo un retraso en la movijidad electroforética de la ERK2.
El ácido okadaico junto con PDBu producen un efecto sinérgico en la hiperfosforilación de
ERK2, mayor que el que se debiera a una simple adición de los efectos de ambos agentes
por separado, figura 33.
Estos resultados indicaron la participación de estas serma] treonina fosfatases en la
defosforilación de la ERK2. Sin embargo, su actuación no se puede situar exclusivamente
a nivel de la ERK2, sino que también pueden estar defosforilando residuos de
serina/treonina de otros elementos de la cascada, como MEK> cuya activacion prolongada







9.3.- EFECTO DE LA INHIBICION DE TIROSINA FOSFATABAS Y/O
FOSFATABAS DUALES
El ortovanadato sódico está descrito como inhibidor de tirosina fosfatasas <93> y de
fosfatasas de especificidad dual> como PAC-1 (281). Como se ha presentado
anteriormente, ERK2 es fosforilada en tirosina cuando los linfoblastos T son estimulados
con PDBu, siendo además la única proteína en que detectamos un aumento en los niveles
de fosfotirosina tras dicho estímulo, como se muestra en la figura 34. Por tanto, el efecto
que observáramos inhibiendo la actividad de fosfatasas que actúaran sobre residuos de
P-Tyr, seria más especifico de ERK2, que mediante el bloqueo de serina/treonina
fosfatasas, las cuales tienen más puntos posibles de actuación a lo largo de la via.
Se preincubaron las células con 1 mM ortovanadato durante 2 h, y posteriormente
fueron estimulados con 80 ng/mi PDBu y recogiéndose a los 30 mm de la adición del
mitógeno. Como se muestra en la figura 35, la preincubación con ortovanadato, antes del
estimulo, producía un aumento en la cantidad de ERK2 hiperfosforilada, presente a los 30
mm, observándose además un efecto sinérgico del ortovanadato y el PDBu. Cuando las
células se preincubaron con ortovanadato solo, sin la adición de PDBu, no se detectó
hiperfosforilación de ERK2, a diferencia del ácido okadaico (figura 32) que por si solo si era
capaz de inducirla.
Como en el caso del ácido okadaico, y siguiendo el mismo abordaje, se probó el
efecto del ortovanadato en presencia de BIS. En la curva de tiempos de la figura 36, se
observa como se produjo un retraso en la defosforilación de la ERK2 al preincubar con
ortovanadato antes del estimulo con PDBu, tanto en presencia como en ausencia del
inhibidor de PKC. En todos los casos se observó un efecto menos pronunciado del
ortovanadato que el producido por el ácido okadaico, en la figura 28, probablemente
debido a que éste último actúe en más de un nivel.
Estos datos nos indicaron la existencia de> al menos, una actividad fosfatasa,






9.4.- EFECTO DE LA INHIBICION DE FOSFATASAS INDUCIBLES
Se ha descrito la existencia de una fosfatasa dual, denominada PAC-1, que tiene
actividad sobre residuos fosforilados de treonina y de tirosina, es inhibible por
ortovanadato, y su síntesis es inducida en linfocitos T> en respuesta a señales que les
hacen proliferar, como la lectina mitogénica fitohernagiutinina junto con el éster de forbol
PMA.(231) Además esta fosfatasa ha sido implicada en la defosforilación in vivo de IERK2
(281).
Por los resultados mostrados anteriormente, habíamos observado que en
linfobiastos T había, al menos, una actividad fosfatasa inhibible por ortovanadato, por
tanto, estudiamos si esta actividad fosfatasa estaba regulada a nivel de síntesis, como la
fosfatasa dual PAC-1, ya descrita.
Para ello se trataron las células con un inhibidor de la síntesis de proteínas corno es
CHX. Los linfoblastos T fueron preincubados con 25 gM CHX durante 30 mm, y pasado
este tiempo se adicioné 80 ng/ml POBu, en presencia o en ausencia de 1 mM
ortovanadato añadido antes del estímulo. Como se ve en la figura 37, la CHX previno en
parte la defosforilación de la ERK2, mientras que el ortovanadato ejerció un mayor efecto
inhibitorio de la defosforilación, que se puede observar claramente a las 2h de la adición dei
mítógeno.
Este resultado sugirió la presencia de, al menos, una actividad fosfatasa que
actuaba sobre ERK2 en el paso G1/S del ciclo celular, regulada por síntesis del tipo PAC-





Los linfocitos 1 constituyen un modelo celular que ha sido objeto de numerosos
estudios, ya que son células que van a participar en la respuesta inmune, proceso
fisiológico de gran importancia en organismos superiores. Por tanto> el conocimiento de los
mecanismos implicados en la activación y proliferaclón de estas células puede contribuir a
una mayor comprensión del funcionamiento del sistema Inmune, tanto en una situación
fisiológica normal, como alterada. Además, constituyen un sistema adecuado para el estudio
de procesos en las distintas fases del ciclo celular.
1.- ACTIVIDAD DE PKC EN LA PROLIFERACION DE
LINFOCITOS T.
Cuando el linfocito 1 interacciona con su antígeno especifico, lectinas mitogénicas o
anticuerpos dirigidos contra el complejo TCR/CD3, entre los eventos que van a tener lugar
está la activación de PKC y el aumento de los niveles intracelulares de calcio.
(13,126,160,287). Una vez que la célula se encuentra en la fase Gi del ciclo celular> para
que se inicie la fase 5 es necesario que la IL-2> secretada por la célula T, interaccione con
su receptor> provocando la señal correspondiente que llevará a una síntesis de DNA (254).
Esta segunda señal que hace que el linfocito, una vez activado, progrese en el ciclo celular>
se puede reproducir con el uso de agentes no fisiológicos, como son los ésteres de forbol.
Con el propósito de estudiar la participación de PKC en este sistema de células, como
punto de partida analizamos cómo se afectaba la proliferaclón celular promovida por
diferentes mitógenos> en presencia de un inhibidor especifico de PKC, que es el BIS (271).
Los resultados obtenidos con el uso de dicho inhibidor, muestran que esta quinasa es
necesaria tras la primera señal de activación del linfocito T <producida por dos tipos
distintos de estimulo: lectina mitogénica o éster de forbol junto con lonóforo de calcio)> y que
una vez que el linfocito está activado, la segunda señal que hace que la célula progrese en
el ciclo activa una vía independiente (iL-2) o dependiente (PDBu) de PKC.
1.1.- ESTUDIO DE PKC EN LA TRANSICION GdGi.
El hecho de que este inhibidor bloqueara la incorporación de (3H)-timidirta, producida
por ambos tipos de mitógenos (lectina mitogénica Con A, o PDBu junto con el onóforo
A21387), confirma que la actividad PKC es necesaria en la activación de los linfocitos T>
como ya había sido descrito (130,278). Este efecto Inhibitorio es dependiente de la
concentracion de BIS utilizada. El bloqueo en la incorporación de <3H)-timidina producida
por Con A ya ha sido mostrado mediante el empleo de otro inhibidor de PKC> como es HZ
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(297), menos específico que BIS, y que por tanto podría estar inhibiendo otras quinasas
además de PKC.
También analizamos si esta activación es sólamente un evento temprano, o se
necesita durante un periodo de horas. Esta actividad es necesaria al menos durante 5 b
tras el estimulo, y no está actuando sólamente como una señal temprana La necesidad de
una actividad sostenida de PKC para la activación de la célula T ha sido descrita en varios
trabajos (21,22,264,297), y se sabe que se requiere en combinación con una elevación
sostenida del calcio intracelular, al menos durante 4-6 h> para inducir niveles significativos
de expresión de lL-2Rc~ y secreción de IL-2 (61,150>178). En la activación del linfocito Ten
condiciones fisiológicas, señales accesorias> como las generadas por el antígeno de
superficie CD2, y por IL-1 secretada por macrófagos, cooperan con la estimulación del
TOR, al menos parcialmente> intensificando la activación de PKC (22).
Se ha estudiado en profundidad el mecanismo por el que se regula la activación
prolongada de PKC en varios tipos de células en respuesta a agonistas. El aumento del
DAS (activador de PKC) producido por la activación de la PLC es transitorio, ya que es
metabolizado rápidamente por la célula (11,239), pero se ha descrito que es seguido de un
incremento más sostenido en el tiempo <50,214,21 5), que parece ser debido a la acción de
otra fosfolipasa, la PLD> que hidroliza PC generando colina y ácido fosfatídico, a partir del
cual se produce DAS (202) por la acción de una fosfatasa. Se ha descrito que los ésteres
de forbol producen un aumento sostenido en la cantidad de DAG (191,221) y que
estimulan la actividad de la PLD y la hidrólisis de PC, a veces de forma sinergistica con
lonóforos de calcio (191,221). Esto podría explicar la activación continuada de PKC en
nuestro sistema celular en respuesta al éster de forbol junto con lonóforo de calcio.
Otra fosfolipasa que también está relacionada con la PKC es la PLA2. Muchos de
los agonistas que inducen la hidrólisis de inositol fosfolipidos, también producen activación
de PLA2 (33>66,288). Esta fosfolipasa actúa sobre la PC> liberando ácidos grasos libres
insaturados y lisoPO. Estos compuestos potencian la activación de ciertas isoformas de
PKC dependientes de DAG, y con ello la respuesta celular correspondiente . En el caso
concreto de los linfocitos T, se ha visto que la lisoPC se acumula tras el estimulo con el
antígeno (12), La lisoPC también es capaz de aumentar la activación de linfocitos 1
humanos promovida por DAG e lonomicina (12>. Respecto a los ácidos grasos libres
insaturados, se sabe que potencian la síntesis de IL-2 inducida por DAG en linfocitos T
(264). Por otro lado, se ha demostrado que la PLA2 es un sustrato de ERK2, y en la
activación de PLA2 por agonista, ERK2 juega un papel esencial fosforilando y activando a
la PLA2 (159). Por este motivo, seria razonable pensar que en la transición ~o/Gí en
linfocitos, donde se produce la activación de ERK2, pudiera haber una actividad aumentada
de PLA2.
Por otra parte, se cree que la PKC podría intervenir en la activación de PLD y PLA2
(1 0,202), y, por tanto, se originaria una producción continua de DAG y una activación
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prolongada de PKC. El final de la degradación de los fosfolipidos y de la consiguiente
activación de PKC dependería de la cantidad de DAG y del tiempo de acción del agonista.
Mediante el empleo del BIS se pudo apreciar un bloqueo ligeramente mayor de la
proliferación causada por Con A que por el éster de forbol con el onoforo de calcio. El que
el inhibidor no fuera igual de efectivo en uno u otro caso, parece reflejar el que no sean
exactamente las mismas isoformas de PKC las que se activen en ambas situaciones, o
que el grado de activación sea diferente, cosa bastante probable, ya que, aunque en los
dos casos se produce un aumento del calcio intracelular> se diferencian en que el
mecanismo de activación de PKC en el caso de la lectina mitogénica es a través de un
incremento en los niveles de DAG, mientras que en el caso del PDBu es mediante una
activación directa por el éster de forbol que se une a diferentes isoformas de PKC. El que
las señales que producen ambos tipos de mitógenos presenten diferencias, también se
observó en la activación de ERK2 y Raf-1 (como se comenta más adelante), pues aunque
ambas quinasas se hiperfosforilan, presentan distinta cinética según el mitógeno.
1.2.- ESTUDIO DE PKC EN LA TRANSICION 01/5
Este mismo tipo de estudio se llevó a cabo durante la transición Gí/S. Respecto a
la participación de PKC en la respuesta a IL-2 o PDBu se piensa que la proliferación
producida por IL-2 es independiente de la activación de PKC (1 80,226,278>, al contrario
que en el caso de PDBu. El estudio comparativo de cómo se afecta la transición G1/S,
promovida por IL-2 o por PDBu> por la presencia de BIS> nos sirvió para estudiar la
especificidad de acción de este compuesto> frente a otro inhibidor de PKC, estaurosporina,
y también para comprobar la participación de PKC en la señal promovida por PDBu, y no
en la originada por IL-2.
1.2.1.- Especificidad de acción de BIS y estaurosporina.
A concentraciones entre 0,25 y 1 ¡.tM, el BIS inhibe la incorporación de <
3H)-timidina
promovida por PDBu> pero no por IL-2> mostrando su especificidad de acción a esas
concentraciones. El que a concentraciones mayores en un orden de magnitud (3-5 hM>
bloquee el efecto de ambos mitógenos, se podría explicar como un efecto inespecifico
debido a la mayor concentracion de inhibidor utilizada, aunque tal efecto no se produce con
igual intensidad en ambos casos, ya que reduce hasta un 40-60% la ación mitogénica de
IL-2 mientras que inhibe completamente la proliferación inducida por PDBu.
La estaurosporina se ha utilizado como inhibidor de PKC, aunque realmente se trata
de un inhibidor de quinasas, que puede actuar tanto sobre serina/treonina quinasas como
sobre tirosina quinasas (291), y no es especifico de PKC. Por tanto> el hecho de que
inhiba la proliferación provocada por ambos mitógenos puede considerarse debido a que,
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debido a su mayor espectro de acción, puede inhibir otras quinasas, que intervengan en la
señal inducida por IL-2, distintas de PKC.
La distinta especificidad de estaurosporina y BIS, demostrada en los experimentos
de proliferación, se volvió a poner de manifiesto en los estudios de hiperfosforilación de
Raf-1 en respuesta al éster de forbol. Mientras que la concentración de BIS, requerida para
bloquear la proliferación, es la misma que la que se necesita para abolir la hiperfosforilación
de Raf-1, la estaurosporina utilizada a una concentración suficiente para bloquear
proliferación no afecta visiblemente la hiperfosforilación de Raf-1. Estos datos indican, de
nuevo, que el BIS se comporta como un inhibidor de PKC más especifico que la
estaurosporina.
1.2.2.- Participación de PKC en la transición 011S.
El hecho de que el BIS, utilizado a una determinada concentración, inhiba la
proliferación provocada por PDBu pero no por IL-2, demuestra que PKC está implicada en
la señal inducida por el éster de forbol pero no por la citoquina. La participación de PKC en
la señal producida por IL-2 sigue siendo bastante discutida. La fosforilación in sitLI de un
sustrato endógeno de PKC de 80 kDa se produce como consecuencia de la estimulación de
células T por IL-2 (83,84,183). Sin embargo> la IL-2 no estirrula la hidrólisis de
inositoifosfolipidos por PLC (148>181,290), y por ello parecería improbable que la
activación de PKC por IL-2 vaya através de esta vía. Aunque antes existía la idea de que
la hidrólisis del PIP2 era el único mecanismo responsable para la activación de PKC en las
células, actualmente, como se ha comentado anteriormente, se piensa que hay otros
mecanismos, como la hidrólisis de PC (51>102) y la producción de ácido araquidónico
<65>121> que pueden activar y desempeñar papeles importantes en la señal celular
mediada por receptor. De cualquier forma, la mayor parte de los resultados obtenidos
apuntan a que la proliferación producida por IL-2 es independiente de la actividad PKC
(180,226,278), ya que, aunque se ha visto que la iL-2 estimula la actividad ¡‘KO en varias
líneas celulares dependientes de iL-2 (77,164>190), se piensa que esa activación no es un
paso esencial en el mecanismo por el que induce proliferación celular, aunque si
intervendría en la señal mediante la cual IL-2 protege de la apoptosis (muerte celular
programada) a células CTLL-2 (164).
2.- ESTUDIO DE LAS ISOFORMAS PKC cx, ¡3, 3, BY¿EN LA
TRANSICION Gi/S.
Hoy se sabe que la PKC, en mamíferos> comprende una familia cie Isoenzimas, que
tienen características bioquímicas diferentes y que responden de distinta manera ante un
determinado estímulo en la célula (63). Por este motivo, se quiso analizar qué isoformas de




Para realizar este estudio se llevaron a cabo dos tipos de análisis distintos. Se
sabe que los ésteres de forbol se unen al menos a un sitio presente en la región reguladora
de la mayoría de las PKC> promoviendo la transiocación del enzima a la membrana
plasmática, en donde los fosfolipidos presentes producen su activación> seguida de la
rápida degradación proteolitica de la misma. Por tanto, el análisis de la depleción y
redistribución subcelular, de cada una de las isoformas, es un abordaje que sirve para
estudiar su activación.
Con el estudio de la translocación y depleción de distintas Isoformas de PKC en
lintoblastos T, en respuesta a PDBu, observamos que hay un comportamiento diferente
entre estas isoenzimas frente a un mismo estimulo, resultados que sugieren que puedan
estar jugando papeles distintos en la señal desencadenada por un éster de forbol> que
induce que estas células progresen desde la fase G1 a la fase 8 del ciclo celular,
Respecto a las isoformas cz y 3, éstas se comportaron de acuerdo con lo que ya
estaba descrito para las cPKCs, y, en concreto> con lo observado en células Jurkat (276)>
es decir, son isoformas principalmente citosólicas en células no estimuladas> se transiocan
rápidamente tras el estímulo a la fracción particulada y después de una exposición
prolongada de las células al éster de forbol se produce su depleción.
Estas isoformas, por otra parte presentaron una mayor sensibilidad a dicho
tratamiento que otras isoformas, pues junto con PKC ~se proteolizan a concentraciones
más bajas de PDBu que p82 ~y que PKC 8> siendo esta última la isoforma menos
susceptible a la proteolisis, detectándose todavía, aunque ligeramente> en condiciones en
que otras isoformas han sido totalmente deplecionadas.
La isoforma a, al igual que las anteriores> se detecta fundamentalmente en la fracción
citosólica en los linfoblastos T de rata antes del estimulo. Sin embargo> en otro tipo de
células T, como son las células Jurkat, esta isoforma se ha encontrado asociada
principalmente a membrana en células sin estimular (276). En los linfoblastos T de rata se
transioca a la fracción particulada en tiempos cortos después del estímulo> y se produce su
depleción después de un tratamiento prolongado con PDBu. Esto señala otra diferencia en
su comportamiento con lo descrito en células Jurkat, donde la transiocacián de PKC 8 no es
aparente antes de 1 h, aunque su cantidad disminuye tras 4-6 h de tratamiento. Por otro
lado, esta isoforma no se ha detectado en otro tipo de células T> como son los timocitos de
ratón <82). Todas estas diferencias entre distintas células T podrían reflejar un papel de
PKC a especifico para cada subtipo celular.
La única isoforma que en células no estimuladas estaba en mayor proporción en la
membrana, fue PKC a. Esta característica de dicha isoenzima también se ha observado en
células U937 (139), fibroblastos de rata (28) y células Jurkat (276). En distintos tipos
celulares en ausencia de estimulo, se han detectado otras isoformas mayoritariamente en
membrana, por ejemplo PKC 8 en adipocitos (76) y fibroblastos de rata (28), y, como se
ha citado anteriormente, en células humanas Jurkat (276). Este fenómeno no ha podido ser
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explicado, pero la presencia en membrana en células no estimuladas no significa
necesariamente que PKC esté activada> pues se ha visto mediante un ensayo directo de
PKC, que esta quinasa puede estar presente> en la membrana de diferentes tipos
celulares, tanto en un estado activo como inactivo (41).
En el caso de los linfoblastos T la fracción de PKC a presente en el citosol
disminuye tras el estimulo, sin que haya un incremento aparente del enzima presente en la
fracción particulada, además el enzima pudo deplecionarse después del tratamiento
prolongado con PDBu, ocurriendo lo contrario que en fibroblastos de rata y en células
Jurkat (28,276), donde si se transioca, pero sólo es deplecionado parcialmente con el éster
de forbol. En nuestro caso podría ser que, como ya se ha postulado <73), el enzima
soluble fuera un reservarlo de enzima funcional que puede ser movilizado para reemplazar
la fracción de membrana que se proteoliza tras su activación.
Los resultados obtenidos con el estudio de ¡‘KO ~también muestran diferencias en
el comportamiento de esta isoforma respecto de las demás estudiadas, Con el anticuerpo
se detectan dos polipéptidos, p75 ~y p82 i, que se comportan de forma diferente entre sí
en los experimentos de transíccación y de “down reguiation o de depleción. La isoforma
p75 ~ se diferencia de todas las demás en que no responde al éster de foto!, ni
trarislocándose ni deplecionándose, En este sentido hay que mencionar que, aunque hay
algunos datos en la bibliografía en los que se propone que esta isoforma responde a
ésteres de forbol (28,53), la mayoría de los datos publicados la describen como insensible
al tratamiento con dichos agentes (44>125,276,283).
La IL-2 no provoca ningún cambio en la distribución subcelular de ninguna de fas
isoformas estudiadas. Estos resultados sugieren que estas isoenzimas de PKC no están
participando en la vía desencadenada por la citoquina, lo cual esté de acuerdo con los
experimentos de proliferación en los que el Inhibidor de PKC, BIS, no inhibía la
incorporación de (3H)-timidina producida por la IL-2, a concentraciones a las que sí inhibía
la proliferación promovida por PDBu. Sin embargo, se ha mostrado en algunos casos la
activación de PKC en la señal producida por IL-2 en ausencia de una transiocación a la
membrana de la misma (164,190), no obstante estos datos provienen de estudios
realizados en la línea celular CTLL2, que aunque son células dependientes de JL-2, a
veces pueden presentar un comportamiento diferente de lo observado en cultivos
primarios de células T.
El papel exacto que cada una de las Isoformas de ¡‘KO pueda jugar en la
proliferación celular no se conoce aún completamente. Para el caso concreto de la activación
de los linfocitos T se han hecho estudios traisfectando distintas isoformas en células
Jurkat, y se ha visto que PKC a y PKC a pueden inducir la actividad de los factores de
transcripción AP-1 y NF-NT-1. PKC e produce además la activación de NF-KB,. Sin
embargo, PKC no produce ningún efecto en la activación de ninguno de estos factores
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(87>. Estos resultados indican funciones selectivas para los diferentes isotipos de PKC en
células T.
3.- ESTUDIO BIOQUíMICO DE i,~5 ~ Y p82 ~.
Como se ha descrito en los resultados, con el anticuerpo ct—PKC ~detectamos dos
bandas inmunorreactivas en extractos totales de lintoblastos T. Resultados similares se
han descrito para lineas celulares linfociticas (276) y otros tipos celulares comofibroblastos
(28,102), miocitos (235,257), células PC12 (294), y macrófagos (85), entre otros. Por los
resultados obtenidos en los experimentos de depleción y transiocación, ¡‘KO ~75 parece
representar la isoforma ~ya descrita, insensible a PDBLJ (125>283). Sin embargo, el
polipéptido p82 si responde a ésteres de forbol translocándose a la membrana y
depiecionándose.
Los datos obtenidos del estudio bioqufmlco de los polipéptidos p75 ~y p82 t,
indican que p75 ~es probablemente el enzima PKC ~ya descrito, mientras que p82 ~sería
una isoforma distinta, aunque relacionada.
Ambos polipéptidos son separables mediante la cromatografía en columna de
Mono-Q. El polipéptido p75 ~comigra con una actividad que fosforila MBP> de forma
constitutiva. Este comportamiento estaría de acuerdo con lo descrito por algunos autores
para PKC ¿, en cuanto que presenta una actividad Independiente de activadores
(144,179). Sin embargo, otros grupos han mostrado que su actividad es dependiente de
PS (205), o también de fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (195)> aunque no es sensible (122)
ni une ésteres de forbol (205).
Por otro lado> p82 ~,se comporta como una forma relacionada con ¡‘KG ~,ya que
su actividad quinasa se inhibe por el pseudosustrato 1 con la misma lOSO que p75 C. Por
otro lado> ambas actividades se inhiben por BIS con igual ICSO. Sin embargo, el hecho de
que esta actividad, p82 t, se active por PS y/o PDSu, la diferencia de p75 ¿. En este
aspecto, hay que decir que en cerebro de rata donde también se han observado dos
bandas de 75 y 80 kDa (7>, la correspondiente a 80 RD se ha separado a su vez en dos
bandas y por sucesivas purificaciones se han identificado tres actividades de cPKCs (a>
~, y). En el caso de de linfoblastos ide rata, p82 ~no parece comigrar con una actividad
de tipo cPKC, ya que, en ensayo Pi vitro, no responde a calcio, y en los experimentos de
depleción muestra una sensibilidad diferente a las isoformas a y 13~ Además> apoyando que
no sea una cPKC, hay que considerar su comportamiento cromatográfico, pues en
experimentos hechos en linfocitos T periféricos <130), se ha mostrado que toda la actividad
PKC dependiente de calcio y losfolípidos <cPKCs> eluye, en una resma DE52> a una
concentración de Nací entre 20 y 60 mM, y en extracto crudo de riñón bovino, las cPKCs
no se retienen en una columna DEAE-Sephacel a 100 mM NaCí <196). Sin embargo, la p82
t de linfoblastos ide rata eluye de fa resma a una concentración de NaCí de 150 mM.
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4.- ACTIVACION DE LAS QUINASAS ERK2 Y RAF-1
4.1.- ACTIVACION DE ERK2.
La actividad ERK puede ser inducida en una variedad de células en estadio
quiescente> cuando éstas interaccionan con sus factores de crecimiento,
(3,29,91 94,115,136,185>233>244) hormonas <223,224), o en el caso de las células T tras la
activación del complejo TCR/CD3 <105). También se sabe que la ERK2 es activada tanto
en células T primarias (101,199), como otros tipos celulares <1,46), tras su estmulación con
ésteres de forbol. Aparte de participar como señal temprana en la salida de qulescencia en
muchos tipos celulares, también se sabe que esta proteína participa en pasos posteriores
del ciclo celular, como en el caso de células de ovario de hamster chino donde se ha
descrito una activación bifásica de ERK en la fase G1 y alrededor de la fase M del ciclo
celular <266>, y en oocitos donde se activa en la transición 02/NI (251).
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en linfocitos T, tanto en la
transición 00/G1, promovida bien por Con A o por PDBu más lonóforo de calcio> como en la
transición G~/S llevada a cabo por PDBu, también se produce la activación de ERK2,
indicando una activación bifásica de esta quinasa durante el ciclo celular de linfocitos T.
Además en la transición SuS la activación de ERK2 parece ser el paso limitante> siendo
necesaria pero no suficiente para la entrada de la célula en la fase 5.
En relación con la estimulación de linfocitos T con la lectina mitogénica Con A> hay
que mencionar que, al igual que con PDBu, también se observa activación de ERK2,
aunque, en el caso de la Con A, es más tardía y no tan sostenida en el tiempo. La
diferencia observada puede ser un reflejo de una distinta activación de las isoformas de
PKC en uno y otro caso. Esta activación de ERK2 por lectinas mitogénícas ha sido descrita
en células Jurkat por la acción de la lectina mitogénica PHA (lOS).
Cuando las células, en la fase Go del ciclo celular, se estimularon con PDBu más
ionóforo de calcio, la activación de ERK2 fue debida sólamente a la acción del éster de
forbol, pues el ionóforo de calcio por si solo, o en combinación con PDBu, no produjo
ningún efecto en la activación de ERK2. El complejo APi> es un factor de transcripción que
interviene en la activación del promotor de IL-2 (54). Este factor compuesto de las
proteínas Jun y Fos (9), y su actividad está regulada a nivel de la transcripción de los
genes fos y jun (272), y por modificación postraduccional de sus productos (23>220).
Recientemente se han identificado otros miembros de la familia de las MAPKs, llamados
JNKs, responsables de la fosforilación del factor de transcripción c-JLJn <112). Estudios
realizados en células Jurkat, han mostrado que la activación de estas quiriasas por éster
de forbol se ve aumentada por la acción conjunte con un lonoforo de calcio <261),
correlacionando esta activación con la producción de IL-2, siendo por ello un elemento
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donde convergen las vías de PKC y calcio, necesarias para la expresión del gen de IL-2.
El que Jr~JK sea capaz de integrar señales que llevan a la activación de la célula T, no
excluye que las quinasas ERK puedan p~rticipar también, ya que un evento clave en la
inducción de fos es la fosforilación del factor de transcripción TCF/Elkl por ERK (88,89).
La activación de ERK2 parece ser el paso limitante del proceso, pues observamos
que en diferentes experimentos, existe una correlación entre proliferación y porcentaje de
moléculas de ERK2 activadas. Se han mostrado ejemplos en los que la activación de ERK
es suficiente para promover proliferación o diferenciación <31,52), En el caso de linfoblastos
T, la activación de ERK2, por si sola no es suficiente para que se produzca la proliferación,
pues cuando en la transición G1/S, la mayoría de las moléculas de ERK2 han retornado a
los niveles basales de fosforilación, aún se necesita la actividad PKC, indicando que otros
sustratos de PKC, aparte de los pertenecientes a la vía que activa ERK2, deben ser
fosforilados para alcanzar la faseS, Este resultado concuerda con lo mostrado en estudios
realizados en líneas celulares dependientes de IL-3 que expresan receptores de IL-2, en
donde la estimulación de ERK2 es necesaria pero no suficiente para la proliferación de esas
células promovida por IL-2 <213).
4.2.- ACTIVACION DE RAF-1
El producto del protoncogen raf-1, ha sido descrito como participante en procesos
de mitogénesis> transformación y diferenciación <60). Respecto a los procesos de
proliferación, en células T se ha observado su papel en la transición Go/Gi <252) y en la
progresión desde la fase Gi a 5 dei ciclo celular, en estudios que muestran que IL-2 induce
la hiperfosforilación de Raf-1 y aumenta su actividad quinasa (277,302). También se ha
descrito que Raf se hiperfosforila en diferentes células tratadas con ésteres de forbol
<1 89,298). En este trabajo> mostramos que Raf-1 es hiperfosforilado durante la activación
de los linfocitos T> promovida por Con A o por PDBu más lonóforo de calcio, y en la
transición G1/S en respuesta a PDBu, siendo >además, necesaria esta quinasa para que la
céluLa alcance la fase 5. La hiperfosforilación en respuesta a PDBu, en las transiciones
Go/Ql y G115, está de acuerdo con los datos ya obtenidos por Zmuidzinas y col. (302> y
por Siegel y col. en células T humanas (252).
La hiperfosforilación de Raf-1 durante la transición G0/G1 Inducida por PDBu
presenta una cinética similar a la de G~/S, siendo detectada al cabo de pocos minutos de la
adición del estimulo. Sin embargo, en el caso de Con A, la hiperfosforilación es bastante
más tardía, no observándose antes de las 5 h. Esta diferencia en la cinética de fosforilaclón
con ambos mitógenos, como ya se ha dicho antes, también ocurrió en el caso de ERK2, y
podría ser debido a que con PDBu se produce la activación directa de isoformas de PKC>
mientras que con la lectina mitogénica no es directa, sino que tiene lugar a través de
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segundos mensajeros> y, por ello, puede ser distinto, tanto las isoformas de PKC que
intervienen en ambos casos, como su grado de activación.
Considerar que la hiperfosforilación de Raf-1 refleja su estado de activación,
últimamente se está cuestionando. inicialmente, su hiperfosforilación se asociaba con
activación, ya que Raf-1 es una quinasa regulada por fosforilación/defOsfOrliación. Sin
embargo, se han descrito casos en los que se ha observado hiperfosforilación en ausencia
de activación (238). Esto es debido a que los residuos que son fostorilados no son los
mismos en cada caso (60). Por tanto, sólamente la presencia de Raf-1 hiperfosforilado
como indicativo de su activación hay que tomarla con reservas. No obstante, esta relación
sI’ tiene lugar en la respuesta de algunos tipos celulares a determinados estímulos (228» y
más concretamente a ésteres de forbol (1 89,253,302).
Haciendo uso de un oligonucleótido antisentido demostramos que la quinasa Raf-1
es necesaria en la transición G1/S de linfobiastos T. Con el mismo oiigonucieótido, otros
grupos han mostrado un bloqueo de la proliferación de linfocitos T periféricos en respuesta
a IL-2 (229>, y también una supresión de la síntesis de DNA promovida por insulina,
eritropoyetina e IL-3 (38). Todos estos datos indican que la quinasa Raf-1 es un elemento
esencial en el ciclo celular de linfocitos T y de otras células.
El hecho de que el bloqueo de la proliferación, observado en linfoblastos 1 de rata,
siga ocurriendo cuando el oligonucleotido antisentido de Raf-1 se añade a las células,
incluso a las 7 h tras la estimulación con PDBu, sugiere que la actividad quinasa de Raf-1
es requerida tarde en la transición G1/S del ciclo celular. Este dato, además, correlaciofla
con la cinética de hiperfosforilación de Raf-1, donde se vio que era entre 7-10 h cuando la
forma hiperfosforilada dejaba de deteotarse, siendo quizá el tiempo donde ya deje de
necesitarse la actividad de Raf-1. Hay datos en la bibliografía que muestran un aumento en
la cantidad de proteína Raf y en su actividad a través de Gi, alcanzando los máximos
niveles justamente antes del pico de síntesis de DNA (302). En linfoblastos T de rata no
observamos si la actividad de Raf-1 se necesitaba o no, también como un evento
temprano tras el estimulo.
4.3.-RELACION DE ERK2 CON RAF-1
Acerca del orden de participación de las quinasas ERK2 y Raf-1, los resultados
obtenidos en linfoblastos T nos llevan a sugerir que, la activación de ERK2 no depende de
la activación previa de Raf-1.
Esta conclusión está basada fundamentalmente en dos hechos. Por una parte>
porque la cinética de fosforilación de ERK2 precede a la de Raf-1. En segundo lugar,
debido a que el oligonucleotido antisentido de Raf-1 no es capaz de bloquear la
hiperfosforilación de ERK2. Por otro lado, y aunque se trate de un dato más Indirecto, por el
hecho de que el AMPc, activador de la PKA, bloquee la transición Gi/S pero sin afectar a la
activación de ERK2> ya que sugiere que el punto donde actua para bloquear la proliferación
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es posterior, o está situado en una vía distinta> a ERK2. El AMPo es un agente inhibidor de
proliferación de linfocitos T y de otros tipos celulares (35,78,135,161). Se ha descrito que
esta función la ejerce, al menos en parte, inhibiendo la vía de las MAPKs (34>. La elevación
de los niveles intracelulares de AMPo activa la ¡‘KA, que impide la activación de Raf-1,
inducida por ésteres de forbol y factores de crecimiento (49,295), mediante la fosforilación
en el residuo de Ser 43, localizada en el dominio regulador N-termlnal de Raf-I <295). Luego
en el caso de los linfoblastos T una posibilidad sería que el AMPc bloqueara la proliferación
mediante la inactivación de Raf, siendo éste último un elemento posterior, o situado en una
vía diferente, a ERK2.
La idea de que Raf-1 no esté situado en un paso anterior a ERK2, en la cascada de
quinasas, estaría en contra del modelo establecido para la vta de señalización activada por
los receptores con actividad tirosina quinasa (171), y por TCR (131), receptor que no
posee actividad titrosina quinasa intrínseca, en donde se propone que Raf-1 es un
elemento anterior a ERK2 en la vía de las MAPK. Sin embargo, también se han descrito
casos en la literatura en que la activación de ERK2 no es dependiente de la de Raf-1, Por
ejemplo, se ha mostrado que Raf-1 es dispensable para la activación de ERK2 en la vía
de señalización de EGF y PDBu, bien porque ERK2 sea un elemento previo> o porque
estén situados en vias índependientes.(42). Por otro lado, mediante el uso de líneas
celulares de fibroblastos de rata> se ha mostrado que Rat-1 no es el principal activador de
ERK iii vivo (142), proponiendo que, como en el caso de levaduras (201), una proteína
quinasa similar a STE11 podría estar actuando sobre MEK. Una proteina quinasa
homologa a STE1 1, MEKK, se ha identificado como un activador de MEK en ratones (152).
En este aspecto> se ha visto que MEKK de ratón> expresada en levadura, puede actuar
como elemento posterior a PKC1 (homólogo de ¡‘KO en levadura), corrigiendo una mutación
en la que no existe BCK1 (MAPKKK en la vía de la Integridad de la pared celular), sin
intervenir en las mutaciones de las MAPKKKs de otras vías (26). Por tanto> sería
interesante encontrar si una MEKK podría estar implicada en la activación de ERK2 por
PDBu, en un paso posterior a ¡‘KO, en linfoblastos T de rata.
Luego, la diversidad de los resultados obtenidos respecto al orden de participación
de Raf y ERK2 podría ser explicado porque, según el tipo celular y el mitógeno empleados,
la vía de señalización intracelular activada sea diferente.
4A.-RELACION DE PKC CON RAF-1 Y ERK2
Con el inhibidor especifico de PKC> BIS, se suprimen la activación de ERK2 y la
hiperfosforilación de Raf-1, demostrando que estos dos eventos son debidos a la
activación de PKC.
Hasta el momento, se ha considerado como receptor intracelular de los ésteres de




embargo, se han descrito otras proteínas que también pueden unir ésteres de torbol
(2>100,279). Por ejemplo para el caso de los linfocitos T se sabe que ésteres de forbol
producen la activación de Ras (71 225) pero no se conoce cual es el mecanismo exacto,
Por otro lado, se ha descrito que el éster de forbol PMA se une dIrectamente a la proteína
Vav (100), intercambiador de GDP/GTP para Ras <98), produciendo la activación de la
misma en linfocitos T (99). Debido a esto, algunos autores han postulado que, cabria la
posibilidad de que la activación de Ras inducida por ésteres de forbol, en las células T, se
debiera a la estimulación de Vav, y no necesariamente a la activación de PKC (100). Por
esta razón, se podrían estar detectando efectos nc mediados por PKC cuando se
emplearan ésteres de forbol. Para descartar que los eventos que estábamos observando
fueran debidos a otros efectos que produjera el PDBu, aparte de la activación de PKC, se
empleó este inhibidor de PKC> BIS, resultando que estas señales <activación de Raf-1 y
de ERK2)> si son producidas a través de la activación de ¡‘KG.
La dependencia de PKC para la activación de ERK actualmente está bastante
controvertida. El requerimiento de PKG en la activación de ERK por un éster de forbol ha
sido descrito mediante experimentos in vftro (169). Esta dependencia de PKC también se
ha observado, in vivo, en distintos tipos celulares con diferentes estímulos. Así> se ha
mostrado en células ,Jurkat estimuladas con antiCD3 <199), y en células no linfoides: en la
línea celular 313-LI con LíE (245), y en miocitos con endotelina <27). Sin embargo, también
in vivo se ha descrito la activación de ERK independiente de ¡‘KO, en células 3T3-LI con
EGF (245) y en miocitos con FGF acidico <27), entre otros.
El hecho de que, en la forma activada de ERK2, se detecte un aumento en los
niveles de fosfotirosina, implica la existencia de al menos alguna qt~lnasa (tirosína quinasa
o de especificidad dual)> intermedia entre la PKC y ERK2, y por tanto, se descarta que la
activación se deba a una fosforilación directa por parte de PKC. La quinasa responsable
de la fosforilación en tirosina, podría ser la proteína quinasa de especificidad dual MEK, ya
descrita como quinasa activadora de ERK2 <1 23>1 70,171)
En relación con la activación de Raf-1> hay estudios en los que se ha postulado que
para una máxima activación de Raf es necesario la participación de Ras y tirosina quinasas
(292). Por otro lado, se ha propuesto que la activación por PKC, de la cascada de las
MAPKs, podria representar una ruta alternativa a la activación de Raf por tirosina quinasas
y Ras (169). De todas formas, la interdependencia de PKC y Ras para activar la ruta de
las MAPKs no está aún clara. Con respecto a la activación de Raf vía PKC, hay
resultados distintos según el tipo celular y el estimulo empleado. Por ejemplo, se ha
demostrado en lineas celulares que la activación del TCR aumenta la fosforilación de Raf e
induce su actividad quinasa, siendo este efecto dependiente de PKC (253>. Sin embargo,
la activación de Raf mediada por el receptor de PDGF es independiente de PKC (189)
5.- ESTUDIO DE LA DEFOSFORILACION DE ERK2.
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Las señales estudiadas anteriormente están reguladas de forma que van a tener un
tiempo de actuación limitado> característica de las repuestas celulares que hace que éstas
tengan un significado fisiológico. Las proteína quinasas reguladas por fostoriiación/
defosforilación van a dejar de estar activadas debido a la defosforilación de los residuos
que habían producido su activación. Por tanto, presenta Interés el estudio de las
actividades fosfatasa responsables de tal inactivación.
En relación a los miembros de la familia de las MAPK, dicha inactivación se produce
por la defosforilación de los residuos de fosfotreonina y fosfotirosina (8). Se han hecho
estudios en este aspecto y se han identificado fosfatasas responsables de la inactivaclón
de ERK2 tanto in vitre como in vivo, aunque todavía no se conoce completamente cómo se
produce este mecanismo de defosforilación.
En cualquier caso, la defosforilación podría deberse a la acción de una proteína
fosfatasa de especificidad dual, a la acción de serina/treonina fosfatasas junto con tirosina
fosfatasas, o a la participación conjunta de los tres tipos de fosfatasas.
5.1.- PAPEL DE SERINAITREONINA FOSFATASAS
Está descrito que la serina/treonina fosfatasa PP2A, in y/fm, defosforila a la ERK2 en
su residuo de P-Thrl83 (8>. También se piensa que está implicada en su defosforilación ¡ti
vivo <5>. Esta fosfatasa es inhibida por ácido okadaico (48). Por este motivo, quisimos
analizar si esta fosfatasa estaba actuando ¡ti vivo sobre ERK2 en la transición Gil5
empleando dicho inhibidor. Por los experimentos realizados con ácido okadaico> pensamos
que al menos una serina/treonina fosfatasa, probablemente PP2A, está regulando el
estado de fosforilación de ERK2, directa o también indirectamente.
Los resultados obtenidos mostraron que se produce un retraso en la defosforilación
cuando las células se preincuban con ácido okadaico. Este dato confirma que hay
fosfatasas inhibibles por ácido okadaico, que participan en la defosforilación de ERK2.
Aparte de estar implicada en la defosforilación de ERK2, la PP2A> ¡ti vitre> también
defosforila las cerina activantes de MEK (198). No sólo ¡ti vitre> también jn vivo, la
inactivación de la PP2A produce un aumento en la activación de MEK, además de ERK>
aunque sin afectar a Raf (256). Por tanto, al inhibir esta fosfatasa probablemente se esté
actuando a distintos niveles en la vía de transducción, y por esta razón no se puede
hablar de una inactivación específica de ERK2, ya que la inhibición de PP2A actuando
sobre MEK, también afectaría a la hiperfosforilación de ERK2.
El ácido okadaico, en ausencia de otro estimulo> produce un aumento en la
hiperfosforilación de ERK2, está de acuerdo con los datos relativos a células PC12, en
donde se ha visto que, la principal fosfatasa que actúa sobre ERK y MEK, en ausencia de
estimulo es la PP2A (5). Una inhibición de esta fosfatasa provocaría que el equilibrio en
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este estadio basal, en donde esta favorecida la defosforilación de estas quinasas, se viera
desplazado hacia el estado fosforilado de las mismas.
Aunque todos los estudios> realizados hasta el momento, apuntan a que la PP2A es
una de las fosfatasas que posiblemene están actuando sobre ERK y MEK, hay que tener
en cuenta que en estos experimentos ¡ti vivo, donde se utiliza un inhibidor no especifico
para una fosfatasa, no se puede excluir el que se afecte la ¡‘Pl, también inhibible por ácido
okadaico (48>, y que ésta última estuviera interviniendo de una forma Indirecta en la
fosforilación que se observa en ERK2
5.2.- PAPEL DE TIROSINA POSFATASAS.
La fosforliación en tirosina es un evento menos generalizado que las producidas
sobre residuos de serma y treonina , pues representa> aproximadamente, sólo un 5% de
las fosforilaciones en la célula. Cuando los linfoblastos 1 son estimulados con PDBu>
mediante nuestro abordaje experimental, detectamos fundamentalmente ERK2 como única
proteína en la que se producía un aumento de la cantidad de fosfotirosina. Por tanto, el
análisis de las defosforilaciones sobre residuos de fosfotirosina, podría ser una
aproximación más específica en el estudio de esta quinasa. Con este objetivo, analizamos
el efecto del ortovanadato sódico sobre la defosforilación de ERK2, descrito como un buen
inhibidor de tirosina fosfatasas (93).
Mediante el empleo del ortovanadato, observamos que en la defosforilación de
ERK2 están interviniendo fosfatasas sensibles al mismo> ya que observamos una
hiperfosforilación más sostenida de ERK2 cuando las células se preincubaron con este
agente.
No se ha identificado aún ninguna tirosina fosfatasa que sea la responsable
fisiologica de la defosforilación del residuo P-Tyrl 65 de ERK2, Sin embargo si se han visto
varias fosfatasas de este tipo que son capaces de defosforilar e inactivar a ER}< ¡ti vitre,
como son la CD45 (8), tirosina fosfatasa situada en la membrana de los linfocitos con
dominios extra e intra citoplásmicos, y también una tirosina fosfatasa purificada de oocltos
de Xjae vis (240).
De todas formas, hay autores que han propuesto que que cuando la inactivación de
ERK2 tiene lugar en el citoplasma por PP2A, conjuntamente está actuando alguna tirosina
fosfatasa citopiasmica que seria la responsable de la defosforliación del residuo de P”
Tyrl8S (5).
5.3.- PAPEL DE FOSFATASAS INDUCIBLES.
Se ha descrito la existencia de un grupo de fosfatasas de especificidad dual
responsables de inactivar a miembros de la familia de las MAPK ¡ti vivo. Estas fosfatasas
son sintetizadas rápidamente después del estimulo> siendo su síntesis sensible a
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cicloheximida, y su actividad es inhibible por ortovanadato, En fibroblastos de ratón
estimulados con suero, en 1 h ya se detectan los niveles de una de dichas fosfatasas, la
denominada MKP-1 (262)> y su aparición coincide con la defosforilación e inactivación de
ERK2. En células humanas se ha encontrado un homólogo, denominado OLlaO Inducibie
por estrés oxidativo en fibroblastos de piel <269>. TambIén se ha Identificado otra fosfatasa
de las mismas características pero específica de células hematopoyéticas, denominada
PAC-l (281). En el caso concreto de células 1, en células Jurkat estimuladas con PHA más
PMA, PAC-1 se identificó como el producto de un gen temprano, cuya expresión es
independiente de una síntesis previa de proteína (231). En este trabajo quisimos estudiar
si en los linfoblastos T> en la transición 0)5, una actividad fosfatasa de estas
características actuaba sobre ERK2. Los resultados obtenidos sugieren que una fosfatasa
regulada a nivel de síntesis> está implicada en la defosforilación de ERK2 tras el estimulo,
siendo un posible candidato la denominada PAC-1.
La preincubación con CHX, inhibidor de la síntesis de proteínas, produce un retraso
en la defosforilación de ERK2> sugiriendo la presencia de una actividad foÉfatasa, como la
ya descrita> que estaba siendo regulada a nivel de síntesis, y por ello con un
comportamiento similar a PAO-1. Aunque tampoco se puede descartar que, lo que se esté
inhibiendo con la CHX, sea la síntesis de algún otro factor necesario para la defosforilación
de ERK2.
Se piensa que, en la defosforilación e inactivación de ERK2> no siempre actúan
estas fosfatasas de especificidad dual, Así, estud[os llevados a cabo en células P012,
estimuladas con EGF, la defosforilactón de ERK2 no se ve afectada por la presencia de
inhibidores de la transcripción, ni de la síntesis de proteínas, descartando, por este motivo,
la participación de fosfatasas inducibles (296>. Otros autores proponen que, la activación
de ERK2, en dicha situación, es demasiado corta en el tiempo> como para que esta quinasa
se transioque al núcleo, y allí sea defosforilada por OLlaO, que es de localización nuclear
(5). En linfobiastos T, tras la estimulación con PDBu, la activación de ERK2 se mantiene
durante 2-3 h, que es un tiempo suficientemente largo, como para que se transloque al
núcleo> y allí actúe sobre ella una fosfatasa dual, como por ejemplo PAC-1 que es de
localización nuclear (231).
En otros sistemas se ha visto que la hiperfosforilación de ERK> es más sostenida,
llegando hasta varias horas> y pudiendo transíccarse al núcleo, pero no afectándose
cuando la CL100 se expresa en la célula (5). Por estos resultados se piensa que en la
defosforilación de ERK2 no siempre Interviene estas fosfatasas de espec[ficldad dual,
siendo en estos casos otras fosfatasas citoplásmicas o nucleares las responsables de su
inactivación.
El hecho de que la adición conjunta de OHX y ortovanadato, que también inhibe
estas fosfatasas de espec[ficldad dual> mantuviera aún más la hiperfosforilación de ERK2
que el empleo de CHX sálamente, sugiere la existencia de otras actividades fosfatasa,
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aparte de la regulada a nivel de síntesis, que fueran sensibles a ortovanadato> tanto
tirosina fosfatasas como fosfatasas de especificidad dual, y que estuvieran actuando
sobre ERK2.
En resumen, los datos presentados en el estudio de la defosforilación de ERK2, nos
permiten proponer la existencia de actividad(es) serina/treonina fosfatasas del tipo de
PP2A inhibibles por ácido okadaico, y actividad(es) tirosina fosfatasas inhibibies por
ortovanadato, entre las que probablemente se encuentre(n) alguna(s) de especificidad




Las conclusiones más importantes que se derivan de este trabajo son:
1.- En las transiciones G0/01 y Gi/S, del ciclo celular de linfocitos T, es necesaria la
activación sostenida de PKO en el tiempo.
2.- Durante la transición G1/S de linfocitos 1 inducida por PDBu> las isoformas PKC a, g,
5, E p82 ~ y p75 ~ presentan un comportamiento diferente en respuesta al estimulo,
implicando probablemente un distinto papel para cada una de ellas en la transducción de
la señal.
3.- Con el anticuerpo a-PKO se detectan dos polipéptidos: p75 ~, que se comporta
como la PKC ~ ya descrita, y p8
2 t, que aunque es una Isoforma relacionada presenta
características bioquímicas diferentes a la anterior,
4.- En el ciclo celular de linfocitos T> se produce la activación de la quinasa ERK2 en las
transiciones G&Gi y en GiIS del ciclo celular (inducida esta última por PDBu), siendo
necesaria, pero no suficiente, para la entrada en 5 de la célula T.
5.- En linfocitos T> la quinasa Raf-1 es hiperfosforilada durante las transiciones G
0/G1 y
G1/S del ciclo celular (ésta última inducida por PDBu), siendo esta quinasa necesaria, al
menos, hasta un paso tardío en la transición, para que la célula alcance la faseS del ciclo
celular.
6.- Durante la transición G1/S del ciclo celular de linfocitos T, el PDBu induce la activación
de ERK2 y Raf-1 mediante la estimulación de PKC, no dependiendo la activación de
ERK2 de la previa activación de Raf-1.
7.- En la defosforilación de ERK2 durante la transición Gi/S parecen estar implicadas
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